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Einleitung  
1 Einleitung 
1.1 Phenol 
Phenol, historisch auch als Karbolsäure bezeichnet, fand seine erste Anwendung als 
Antiseptikum. So behandelte Sir Joseph Lister (1867) als Erster postoperative Patienten mit 
Karbolsäure-getränkten Verbänden. Aufgrund der reizenden und irritierenden Wirkung wurde 
Phenol aber bald durch andere Antiseptika ersetzt. Weitere Verwendung findet es aufgrund 
seiner bioziden Wirkung in Flächendesinfektionsmitteln, Farben sowie medizinischen 
Präparaten, wie Mundspülungen, Rasiercremes und Halspastillen (HODGSON und WOOLEY 
1991). Eine weitere Quelle phenolischer Exposition für den Menschen ist die Inhalation von 
Zigarettenrauch (MAHANAMA et al. 1994). Wesentlich relevanter sind phenolische 
Verunreinigungen im Abwasser industrieller Anlagen.  
Phenol in der Umwelt 
Phenol ist eine allgemein weit verbreitete industrielle Chemikalie, die bei der Herstellung von 
Harzen, Plastikfasern, Haftmitteln und Gummierungen als Ausgangsmaterial benötigt wird. In 
der metallverarbeitenden Industrie, in Gerbereien und Olivenölmühlen fallen ebenfalls große 
Mengen an phenolkontaminiertem Abwasser an (MUTZEL et al. 1996). Beim mikrobiellen 
Abbau von Pestiziden werden chlorierte phenolische Verbindungen freigesetzt, die in 
Oberflächen- und Grundgewässer gelangen können (GUPTA et al. 2002). 
 
Neben den phenolischen Verunreinigungen anthropogenen Ursprungs gibt es eine Vielzahl 
natürlicher Quellen von Phenolemissionen. Dies führt dazu, dass Phenol und seine Derivate 
in der Natur weit verbreitet sind (TIMMIS und PIEPER 1999). Beispiele sind Harn und Fäzes 
von Tieren und das Lignin, welches aus den phenolartigen Monolignolen p-Hydroxyphenyl-, 
Coniferyl- und Sinapylalkohol aufgebaut ist (KARKONEN et al. 2002). Weitere 
Pflanzenbestandteile setzen bei ihrer Kompostierung ebenfalls phenolhaltige Huminstoffe 
frei. Diese Belastungen sind in der Regel nur lokal und saisonal bedingt. Die hohe Belastung 
von Gewässern mit Phenol und Phenolderivaten mit ihrer potentiellen Gefahr für die 
Biozönose von Kläranlagen stellt nicht nur mittelbar eine Gefährdung für den Menschen dar, 
sondern auch unmittelbar durch die toxische Wirkung vieler Phenole. 
Toxizität von Phenol   
In der Literatur wird vereinzelt von tödlich verlaufenden Vergiftungsfällen mit Phenol 
berichtet. Zur akuten Vergiftung bei oraler Aufnahme sind beim Menschen 1 bis 4 g, als 
tödliche Dosis 10 g ausreichend (MOESCHLIN 1986). Neben den Vergiftungen durch orale 
Aufnahme treten häufig systemische Vergiftungserscheinungen bei Resorption über Haut 
und Schleimhäute auf. Die Symptome akuter Vergiftungen sind Ausfälle des 
gastrointestinalen Systems, Herzrhythmusstörungen, Atemstillstand und allgemeine 
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Schockzustände. Längere Expositionen, die unterhalb der akut toxischen Belastung liegen, 
führen zu chronischen Leber-, Nieren- und Nervenschäden. Zur kanzerogenen Wirkung beim 
Menschen liegen keine eindeutigen Ergebnisse vor. Teilweise wird Phenol als potentiell 
kanzerogen eingestuft. Eine synergistische kanzerogene Wirkung von Phenol in Gegenwart 
anderer Umweltgifte, z.B. Benzapyren, konnte in Tierversuchen nachgewiesen werden.  
 
Die maximal zulässige Arbeitsplatzkonzentration (MAK) beträgt 5 ppm Phenol. Für 
mesophile Mikroorganismen sind Konzentrationen ab 25 ppm toxisch. Die Gefährdung des 
Menschen und der Umwelt durch Phenol macht eine zuverlässige Überwachung von 
Gewässern in Bezug auf Phenol notwendig.  
Phenolanalytik 
Phenol bietet zahlreiche Möglichkeiten zur Derivatisierung, so dass eine Analytik der 
Einzelkomponenten in komplexen Medien wie Abwasser selten erwünscht und sehr 
aufwändig ist. Aus diesem Grund erfolgt die Analytik von Phenol und seinen Derivaten meist 
als Summenparameter. Zur Bestimmung des Gesamtphenolgehaltes im Wasser gelten 
folgende DIN-Verordnungen: DIN 38409–H16–1 und DIN 38409–H16–3 (mit Destillation)1. 
Die Bestimmung erfolgt spektrofotometrisch. Unter alkalischen Bedingungen bilden Phenole 
und andere kupplungsfähige Substanzen mit 4-Aminoantipyrin und Kaliumhexacyanoferrat 
einen Farbstoffkomplex. Die Nachweisgrenzen liegen mit Extraktion bei 10 ppb und ohne 
Extraktion bei 100 ppb. Neben den anfallenden organischen Lösungsmitteln bei der 
Extraktion ist auch die Reaktion mit anderen kupplungsfähigen Substanzen, z.B. Aminen, 
nachteilig.  
 
Phenolische Einzelkomponenten können nach Extraktion durch chromatographische 
Verfahren nachgewiesen werden (ALFIERI et al. 1989, PUIG und BARCELO 1997, ZHAO et al. 
2002). Zum Erreichen der nötigen Nachweisgrenze ist oft noch eine zusätzliche 
Derivatisierung erforderlich. Mit diesen Methoden werden häufig nur einzelne Komponenten 
erfasst. Sie zeigen selten ein Gesamtprofil der Verunreinigung auf. Das Anfallen großer 
Mengen entflammbarer und toxischer Lösungsmittel, sowie der hohe apparative Aufwand, 
stellen die Nachteile dieser Methode dar. Für endokrin-wirksame phenolische Komponenten, 
wie Bisphenol A und diverse Alkylphenole, ist ein direkter und schneller Nachweis 
unabhängig vom Aufwand jedoch wünschenswert. So gibt es eine Vielzahl von 
Arbeitsgruppen, die sich mit dem direkten Nachweis einzelner endokrin-wirksamer 
                                                
1 DIN 38 409 Teil 16 (1984) Deutsches Einheitsverfahren zur Wasser-, Abwasser-, und Schlammuntersuchung; 
summarische Wirkungs- und Stoffkenngrößen (Gruppe H); Bestimmung des Phenol-Index (H 16), 
Normenausschuss Wasserwesen (NAW) im DIN, Deutsches Institut für Normung e. V., Juni 1984 Beuth-Verlag, 
Berlin. 
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Substanzen beschäftigt (KATAYAMA et al. 2001a, KATAYAMA et al. 2001b, CAI et al. 2003, 
WATABE et al. 2004, WATABE et al. 2005). 
 
Die vorgeschriebenen Grenzwerte für Phenol liegen für Trinkwasser bei 0,5 ppb. Dieser Wert 
gilt als eingehalten, wenn der Geruchsschwellenwert der  Trinwasserverordnung (TrinkwV 
2001)2  nicht überschritten wird. Der Geruchsschwellenwert von Phenol liegt zwischen 0,06-
1,00 ppm. Ausgenommen von dieser Vorschrift sind natürliche Phenole, die nicht mit Chlor 
reagieren.  
 
In industriellen Abwässern darf der Grenzwert von 0,15 ppm Phenol nicht überschritten 
werden. Der einleitende Betrieb ist durch die Abwasserverordnung (AbwV 2002)3 zur 
Überwachung und Aufbereitung verpflichtet. Die Überwachung von Trink- und Abwasser 
erfordert einen hohen apparativen und personellen Aufwand und ist somit sehr 
kostenintensiv. Eine Analyse nach dem Phenolindex kostet zur Zeit, abhängig vom 
ausführenden Labor, zwischen 20 und 50 Euro. Durch ein enzymatisches Biosensorsystem 
zur Analyse von kontaminiertem Wasser bzw. Abwasser könnten der Aufwand und folglich 
die Kosten gesenkt werden.  
1.2 Enzymatische Umwandlung und biosensorische Anwendung  
Phenol kann von einer Vielzahl von Mikroorganismen verstoffwechselt werden. Auch höher 
organisierte Organismen besitzen eine enzymatische Ausstattung zur Umwandlung von 
Phenolen. Diese Stoffwechselwege dienen zur Energiegewinnung mit Phenol als 
Kohlenstoff- und Energiequelle, zur Biosynthese von Sekundärmetaboliten und für die 
Entgiftung und Ausschleusung von phenolischen Komponenten. Überwiegend handelt es 
sich bei diesen Reaktionen um die enzymkatalysierte Oxidation des Phenols. Diese 
bekannten zellulären Redoxreaktionen eröffnen verschiedene Möglichkeiten zur Entwicklung 
von Biosensoren.  
 
Durch Kombination mit einer Sauerstoffelektrode entwickelten MACHOLAN und SCHANEL 1977 
den ersten Phenolbiosensor auf der Basis einer Tyrosinase. Neben der direkten 
Sauerstoffmessung können auch die entstehenden Chinone, weitere Intermediate oder Co-
Substrate direkt an einer Elektrodenoberfläche oder mit Hilfe von Mediatoren reduziert 
werden (ORTEGA et al. 1993, SKLADAL 1991, WANG et al. 1994a; WANG et al. 1994b, 
GRUNDIG et al. 1993). In Tab. 1 sind die wichtigsten phenoloxidierenden Enzyme und ihre 
                                                
2 Trinkwasserverordnung–TrinkwV Anlage 4 III 2001. 
3 Abwasserverordnung-AbwV Verordnung über Anforderungen an das Einleiten von Abwasser in Gewässer,     
Bundesgesetz Blatt 2002. 
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Verwendung in Biosensoren dokumentiert. Neben dem direkten Einsatz besteht die 
Möglichkeit, die Enzyme in Geweben oder den gesamten Organismus als biologisch 
sensitive Komponente zu verwenden (REISS et al. 1995). Die ersten drei in Tab. 1 
vorgestellten Enzyme sind sehr gut charakterisiert. Beim biosensorischen Einsatz ergeben 
sich für diese Enzyme aber diverse Nachteile. Tyrosinasen werden durch die Oxidation eines 
für die Reaktion essentiellen Histidin-Restes inaktiviert, so dass der katalytische Zyklus und 
somit das biosensorische Signal vermindert wird (LERCH 1983). Laccasen oxidieren neben 
einer Vielzahl phenolischer Substrate auch organische und anorganische Metallkomplexe. 
Peroxidasen reagieren nicht nur spezifisch mit Phenol, sondern mit nahezu allen 
reduzierenden Substanzen mit entsprechendem Redoxpotential. Bei allen drei Enzymen 
handelt es sich überwiegend um Glykoproteine, wodurch eine funktionelle Überexpression 
erheblich erschwert ist.  
 
Tab. 1 Phenolabbauende Enzyme   
Enzymbezeichnung EC-
Nummer 
katalysierte 
Reaktion 
Herkunft biosensorische 
Anwendung 
Tyrosinase 
Phenolmonooxygenase 
Polyphenoloxidase 
 
1.14.18.1 
1.10.3.1 
 
Hydroxylierung von 
Phenolen zu Diphenolen  
und weitere Oxidation zu 
Chinonen 
 
Pflanzen, 
Tiere, Pilze und 
Bakterien 
 
LIU et al. 2005 
YAMADA et al. 2005 
GUTES et al. 2005 
Laccase 
 
1.10.3.2 Oxidation von Mono- 
Diphenolen 
Pflanzen und 
Pilze 
ROY et al. 2005 
KULYS und VIDZIUNAITE 2003 
GHINDILIS et al. 1992 
Peroxidase 
 
1.11.1.7 Oxidation von Phenolen 
in Anwesenheit von H2O2 
Pflanzen DIAZ et al. 2002 
MUNTEANU et al. 1998 
BASSI und MCGRATH 1999 
Phenolhydroxylasen 
Phenol-2 Monooxygenase 
2,4 Dichlor-Phenol-Hydroxylase 
4-Nitro-Phenol-2 Monooxygenase 
 
1.14.13.7 
1.14.13.20 
1.14.13.29 
 
Hydroxylierung 
verschiedener Phenole 
 
Bakterien und 
Hefen 
 
METZGER et al. 1998 
SKLADAL et al. 2002 
Catechol-2,3-Dioxygenase 1.13.11.2 Oxidation von Diphenolen 
unter Metaspaltung des 
Ringes 
Bakterien - 
 
Eine Alternative für biosensorische Anwendungen zu den etablierten phenoloxidierenden 
Enzymen bieten die Phenolhydroxylasen, die bisher nur selten in Biosensoren eingesetzt 
wurden. Die für den Phenolbiosensor von METZGER et al.  (1998) verwendete 
Phenolhydroxylase wurde partiell aufgereinigt und ist im Gegensatz zu den übrigen Enzymen 
für biosensorische Anwendungen nur teilweise charakterisiert. Nach PETER und 
WOLLENBERGER (1997) sind umfangreiche Kenntnisse über Enzyme für ein rationelles 
biosensorisches Design zwingend notwendig. Zu diesem Zweck sollte die 
Phenolhydroxylase aus Geobacillus stearothermophilus genauer charakterisiert und 
gegebenenfalls rekombinant hergestellt werden.  
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1.3 Phenolhydroxylasen 
Phenolhydroxylasen gehören zu den Schlüsselenzymen beim Abbau aromatischer 
Verbindungen. Bei ihnen handelt es sich um Monooxygenasen. Dies bedeutet, dass bei der 
Oxidation des aromatischen Substrates ein Atom des molekularen Sauerstoffs eingebaut 
wird. Das andere wird durch geeignete Wasserstoffdonatoren zu Wasser reduziert. Alle 
mikrobiellen Phenolhydroxylasen tragen Flavine als prosthetische Gruppe und als Cofaktor 
bedarf es reduzierter Nicotinamide. Im Gegensatz dazu tragen Hydroxylasen aus 
Säugetieren, die Aromaten oxidieren, anstelle von Flavinen eine Häm-Gruppe (NEUJAHR und 
GAAL 1973). Im Weiteren werden nur mikrobielle Phenolhydroxylasen betrachtet. 
Eukaryotische Phenolhydroxylasen 
Die erste aufgereinigte und charakterisierte eukaryotische Phenolhydroxylase stammt aus 
Trichosporon cutaneum. Der Basidomycet ist in der Lage, mit Phenol als einziger Energie 
und Kohlenstoffquelle zu wachsen (SPANNING und NEUJAHR 1989). Der Gehalt an 
Phenolhydroxylase beträgt bei Wachstum auf Phenol 2 bis 5 % des Gesamtproteins. Bei der 
Phenolhydroxylase handelt es sich um ein Homodimer mit einer Größe von ca. 152 kDa. 
Deshalb wird sie zur Gruppe der Monokomponenten-Phenolhydroxylasen gezählt. 
Spektralfotometrische Untersuchungen zeigten, dass FAD als prosthetische Gruppe 
vorhanden ist. Als Substrate werden Hydroxy-, Amino-, Halogen- und methylierte Phenole 
mit unterschiedlichen Aktivitäten verstoffwechselt. Als Wasserstoffdonor wird ausschließlich 
NADPH genutzt, durch welches enzymgebundenes FAD reduziert wird. Anschließend wird 
eine Hydroxylgruppe auf Phenol übertragen und das verbleibende Sauerstoffatom reduziert 
(Abb. 1). In Abwesenheit eines geeigneten Substrates zeigt das Enzym eine NADPH-
Oxidase-Aktivität. Unter Bildung von Wasserstoffperoxid wird NADPH oxidiert. Die Affinität 
für NADPH ohne geeignetes Substrat ist jedoch sehr gering (MORTBERG und NEUJAHR 1988, 
MAEDA-YORITA und MASSEY 1993). Durch Kristallisation und anschließende 
Röntgenstrukturanalyse konnte die FAD-Bindedomäne identifiziert werden Se zeigt hohe 
Homologie zu Enzymen aus der Glutathion-Reduktase-Familie (ENROTH et al. 1998). 
 
HO HO
HO
O2+ + NADPH+H+
Phenolhydroxylase
H2O+ + NADP+
 
Abb. 1 Reaktion der Phenolhydroxylase aus Trichosporon cutaneum 
 
Trotz der fundierten Kenntnisse über die Phenolhydroxylase aus Trichosporon cutaneum ist 
eine biosensorische Anwendung ohne Cofaktorregenerierung aufgrund des NADPH zu 
kostenintensiv.  
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Bakterielle Phenolhydroxylasen 
Im Gegensatz zu den eukaryotischen Phenolhydroxylasen unterscheidet man bei 
bakteriellen Mono- und Multikomponenten-Enzyme. Die Phenolhydroxylasen aus 
Geobacillus stearothermophilus und Pseudomonas pickettii sind in der Literatur als 
Monokomponenten-Enzyme beschrieben (DIVARI et al. 2003). Die Multikomponenten-
Enzymsysteme bestehen aus 2 bis 4 funktionellen Komponenten, die ihrerseits aus 
verschiedenen Polypeptiden aufgebaut sein können. Die beiden wichtigsten Komponenten, 
die bei allen Multikomponenten-Enzymen vorkommen, sind eine Oxygenase, die das 
Substrat und den Sauerstoff bindet mit anschließender Hydroxylierung des Substrates, und 
eine Flavin-Reduktase, die die Reduktionsäquivalente auf die Oxygenase überträgt 
(PESSIONE et al. 1999). Eine Phenolhydroxylase, die aus den beschriebenen zwei 
Komponenten besteht, stammt aus G. thermoglucosidasius A7, wie bei DUFFNER et al.  
(2000) erwähnt. Die Reduktase ist bei allen Spezies ein Eisen-Schwefel-Flavoprotein und ist 
meist ein monomerisches Enzym (CADIEUX et al. 2002). Die Oxygenase-Komponente bei 
Bacillus-Arten besteht ebenfalls aus Monomeren. Im Gegensatz dazu handelt es sich bei 
Pseudomonas- und Actinobacter-Arten um ein oligomeres Enzym, das aus zwei identischen 
Untereinheiten aufgebaut ist (αβγ)2, die jeweils aus drei verschiedenen Polypeptiden 
bestehen (GRIVA et al. 2003). Dieser allgemeine Aufbau ist auch bei weiteren 
Kohlenwasserstoff-Monooxygenasen zu finden, z. B. bei der Methan-Monooxygenase aus 
Methylococcus capsulatus (COUFAL et al. 2000), der Alken-Monooxygenase aus Norcadia 
corallina (GALLAGHER et al. 1998) und der Toluol-Monooxygenase aus P. stutzeri OX1 
(CAFARO et al. 2004). Bei der dritten Komponente handelt es sich um ein Aktivator-
Regulator-Protein, das für die Reduktase-Aktivität in vitro notwendig ist. Ein 
Elektronentransfer ohne diese Komponente kann nur mit alternativen Elektronenakzeptoren, 
wie Cytochrom C, ablaufen (GRIVA et al. 2003). Der Elektronentransfer zwischen der 
Reduktase- und Oxygenase-Komponente wird bei einigen Phenolhydroxylasen durch das 
vierte Protein vermittelt. Die elektronenvermittelnde Komponente wird als Ferredoxin ähnlich 
beschrieben.  
 
Zur Expression funktioneller Phenolhydroxylase sind bis zu acht offene Leserahmen (ORFs) 
notwendig (HINO et al. 1998). Die Aufreinigung einer Multikomponenten–Phenolhydroxylase 
gestaltet sich entsprechend schwierig, da eine feste Bindung der Komponenten nicht immer 
gewährleistet ist und das Abdissoziieren einer Komponente zum totalen Aktivitätsverlust 
führen kann. Aus diesem Grund ist die Anwendung von Multikomponenten-
Phenolhydroxylasen meist auf ganze Zellen beschränkt (BANDHYOPADHYAY et al. 1999). Der 
Reaktionsmechanismus in Abb. 1 entspricht dem für Monokomponenten beschriebenen. Die 
für die Reaktion notwendigen reduzierten Cofaktoren NADH und NADPH variieren von 
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Mikroorganismus zu Mikroorganismus. Ebenso sind die zu metabolisierenden Substrate sehr 
variabel und reichen von nicht hydroxylierten aromatischen Verbindungen bis zu verschieden 
substituierten Phenolen (KIM et al. 1996, KITAGAWA et al. 2004). 
1.4 Phenoloxidierende Enzyme aus G. stearothermophilus 
G. stearothermophilus gehört zur Gruppe der endosporenbildenden, grampositiven Stäbchen 
mit einem niedrigen GC-Gehalt (52 %). Die thermoresistenten Endosporen werden terminal 
gebildet. Die optimale Wachstumstemperatur liegt bei 55° C. Wachstum ist jedoch noch bei 
Temperaturen von 75° C möglich (BUSWELL und TWOMEY 1975). Für die biotechnologische 
Anwendung bieten thermophile Mikroorganismen einige Vorteile. Bei hohen Temperaturen 
verbessert sich die Löslichkeit der meisten Substrate, die Viskosität des Mediums wird 
herabgesetzt und die hohen Arbeitstemperaturen vermindern das Risiko von 
Kontaminationen. Bei Enzymen, die aus thermophilen Mikroorganismen gewonnen werden, 
verspricht man sich eine erhöhte Stabilität gegenüber thermischen und chemischen 
Einflüssen.  
 
Isoliert wurde der in dieser Arbeit verwendete G. stearothermophilus BR 219 (DSM 6285) 
von GURUJEYALAKSHMI und ORIEL im Jahre 1989. Seine Fähigkeit zum Wachstum auf Phenol 
machten ihn zu einem interessanten Untersuchungsobjekt. Als verantwortlich für den 
einleitenden Schritt des Phenolabbaus wurde eine Phenolhydroxylase identifiziert. Diese 
wurde ohne weitere Aufreinigung partiell charakterisiert (GURUJEYALAKSHMI und ORIEL 1989). 
Biotechnologische Anwendung fand die Phenolhydroxylase in einem von METZGER et al. 
(1998) entwickelten Biosensor. Als Transduktor wurde eine amperometrische 
Sauerstoffelektrode verwendet. Ein großes Problem stellte die Aufreinigung des Enzyms, die 
nur partiell realisiert werden konnte, dar. Als mögliche Ursache wurde der Verlust des nicht 
ausreichend gebundenen FAD während der Aufreinigung angeführt. Zur Messung musste 
dem Messansatz lösliches FAD zugegeben werden. 
 
Für die biosensorische Anwendung ist das zweite Enzym des Phenolabbaus bei 
G. stearothermophilus, die Catechol-2,3-Dioxygenase (EC 1.13.11.2), ebenfalls interessant, 
da bei der Ringspaltung des Catechols zum 2-Hydroxymuconsäure-Semialdehyd (HMCS) 
ebenfalls ein mol Sauerstoff pro mol Catechol verbraucht wird (Abb. 2). Dies würde zur 
Signalamplifikation des erstellten Biosensors führen. Eine Catechol-2,3-Dioxygenase aus 
G. stearothermophilus wurde bisher nur bei DONG et al. (1992) beschrieben. Die Gene für die 
Enzyme wurden mit Phe A für die Phenolhydroxylase und Phe B für die Catechol-2,3-
Dioxygenase bezeichnet. Durch Restriktions- und Funktionsanalysen wurde festgestellt, 
dass die beiden Gene in einem Gen-Cluster organisiert sind. Phe B bildet das erste, Phe A 
das zweite Gen in diesem Cluster. 
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Organisation des Phenol-Gen-Clusters bei G. stearothermophilus BR 219 
Das Gen für die Phenolhydroxylase wurde von KIM und ORIEL (1995) identifiziert. Hierzu 
wurde ein ca. 10 kb großes Eco-RI-Fragment in einen E. coli-Expressionsstamm subkloniert. 
Mit diesem Fragment war der Klon in der Lage, auf phenolhaltigem Festmedium die Spaltung 
von Catechol zu HMCS zu katalysieren. Die Bildung des HMCS wurde durch eine 
charakteristische Gelbfärbung der Kolonien qualitativ belegt. Im Rohextrakt aus 
Zellaufschlüssen verschiedener Klone konnte Phenolhydroxylase-Aktivität nachgewiesen 
und quantifiziert werden. Der Stamm konnte die in Abb. 2 beschriebenen Reaktionen 
katalysieren.  
 
HO HO
HO
O
OHO HO
O2
O2
NADH+H+
H2O
NAD+
Phenolhydroxylase Catechol-2,3-Dioxygenase
 
Abb. 2 Reaktionen der ersten beiden Enzyme des Phenolmetabolismus aus G. stearothermophilus 
 
Zur genauen Sequenzaufklärung beider Gene wurde daraus ein weiteres 2,1 kB großes Hind 
III-Fragment subkloniert, sequenziert und anschließend analysiert. Die Länge und die  
vermutete Anordnung der Gene ist Abb. 3 zu entnehmen. Phe A weist eine Länge von 1200 
Basenpaaren und somit 400 Aminosäuren auf. Die Sequenz mit Start- und Stopcodon wurde 
vollständig ermittelt. Von Phe B hingegen sind nur die ersten 200 Basenpaare in diesem 
Fragment enthalten. Das Gen wird nicht terminiert, dennoch vermuteten KIM und ORIEL  
(1995) diese Sequenz als den N-Terminus der Catechol-2,3-Dioxygenase. 
 
Der Vergleich mit Datenbanken (ALTSCHUL et al. 1997) ergab für Phe A und den 
vermutlichen N-Terminus von Phe B keinerlei Übereinstimmung auf Basis der 
Nukleotidsequenz. Bei Vergleichen der korrespondierenden Aminosäuresequenz zeigte die 
Phenolhydroxylase sehr geringe Homologien zu diversen bakteriellen Hydroxylasen bzw. 
Oxygenasen. Bei diesen handelt es sich überwiegend um hypothetische, also noch nicht in 
vitro getestete Enzyme. 
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Abb. 3 Sequenzanalyse des Phenol-Clusters (KIM und ORIEL 1995) 
 
Die Aminosäuresequenz des vermuteten Phe B-N-Terminus war zu kurz, so dass ein 
Sequenzvergleich zu keinen Ergebnissen führte. Obwohl die Ergebnisse keinen endgültigen 
Aufschluss über die Organisation und den genauen Reaktionsmechanismus der 
Phenolhydroxylase und Catechol-2,3-Dioxygenase aus G. stearothermophilus liefern 
konnten, dient die ermittelte Sequenz jedoch als Basis für weitere Untersuchungen auf 
molekularer Ebene.  
1.5 Rekombinante Expression von Enzymen 
Eine Vielzahl verschiedener Expressionssysteme (Bakterien, einfache Eukaryoten, Pflanzen, 
Insekten- und Säugetierzellkulturen) steht zur Herstellung rekombinanter Proteine zur 
Verfügung. Die Wahl des Expressionssystems hängt im Labormaßstab von den 
Eigenschaften des zu exprimierenden Proteins, der vorhandenen Technologie und der 
gewünschten Expressionsrate ab. Im industriellen Maßstab spielen auch Faktoren wie 
Kosten und der Bedarf eine entscheidende Rolle. Der wichtigste Organismus für die 
Expression von rekombinanten Enzymen ist das Bakterium E. coli. Als Gründe können die 
fundierten Erkenntnisse in der genetischen Manipulation und Kultivierung des Organismus 
gesehen werden (BANEYX 1999). Meist wird die genetische Information für das Fremdprotein 
über sich autonom replizierende Plasmide mit Selektionsmarker in den Wirtsorganismus 
eingebracht. Die Fusion des Zielproteins mit spezifischen Proteinsequenzen ermöglicht die 
vereinfachte Aufreinigung. Nachteile dieses Systems sind die mögliche Bildung von 
unlöslichem Protein in Form von Inclusion Bodies und die nicht vorhandene 
posttranslationale Modifikation, die bei Proteinen bakteriellen Ursprungs meist nicht 
erwünscht ist. Trotz der Nachteile werden viele Proteine bereits rekombinant im industriellen 
Maßstab durch bakterielle Expressionssysteme hergestellt (BANEYX 1999). Problematisch 
stellt sich zur Zeit noch die Expression von Enzymen, die aus mehreren Untereinheiten 
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bestehen, dar. Für die optimale Expression ist es unerlässlich, die Expressionsbedingungen, 
wie Dauer, Temperatur, Nährstoffe und verwendetes System, anzupassen. Es konnten 
bereits Einzelproteine aus thermophilen Bacillus-Arten erfolgreich in E. coli exprimiert 
werden (KIM et al. 1998, MIJTS und PATEL 2002, BIRGISSON et al. 2004a; BIRGISSON et al. 
2004b). 
1.6 Immobilisierung 
Die Immobilisierung der biologischen Komponente eines Biosensors ist für den wiederholten 
Einsatz unerlässlich. Es gibt zahlreiche Möglichkeiten zur Immobilisierung: adsorptive, 
ionische und kovalente Bindung, Quervernetzung, Matrixeinhüllung und Membranabtrennung 
(HARTMEIER 1986). Die adsorptive und ionische Bindung sind aufgrund ihres schwachen 
Bindungscharakters für den Einsatz in einem Umweltbiosensor nur unzulänglich geeignet, da 
bereits Temperaturänderungen oder Schwankungen der Ionenstärke im Medium die Bindung 
beeinträchtigen können. Kovalente Bindung und Quervernetzung finden aufgrund der festen 
Bindung der biologischen Materialien häufig Einsatz im Bereich der Biosensoren (SHRIVER-
LAKE et al. 1997). Ein Nachteil dieser Methoden liegt in der möglichen 
Konformationsänderung des Enzyms durch Knüpfung von kovalenten Bindungen, die zu 
einer Aktivitätsabnahme des Enzyms führen können (WANG et al. 1999). Bei der Einhüllung 
des Enzyms in eine Matrix hingegen bleibt die Struktur des Enzyms weitestgehend 
unverändert. Die biologische Komponente kann in natürliche, z. B. Alginat, oder synthetische 
Matrices, z. B. Polyvinylalkohol (PVA) und Sol-Gele, eingehüllt werden. Die erhaltenen 
Produkte können in Form und physikalischen Eigenschaften an ihre Anwendung angepasst 
werden. Nachteilig wirkt sich bei dieser Immobilisierungsmethode die relativ große 
Porenweite der natürlichen Matrices aus. Eine Zurückhaltung von Enzymen kann durch 
zusätzliche Quervernetzung oder eine Umhüllung erhöht werden. Hierbei ist allerdings ein 
Aktivitätsverlust durch die Quervernetzung oder eine Verlangsamung der Reaktion durch 
zusätzliche Diffusionsbarrieren zu erwarten (HARTMEIER 1986).  
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1.7 Aufgabenstellung  
Die etablierten Nachweismethoden für Phenol und seine Derivate in Wasserproben sind 
arbeits- und kostenintensiv. Durch biosensorische Verfahren könnte diese Analytik in 
bestimmten Bereichen erheblich erleichtert werden. Zur Prozessüberwachung oder zur 
Kontrolle von phenolkontaminiertem Abwasser würde sich ein stabiler Biosensor bestens 
eignen. Eine aussichtsreiche Möglichkeit verspricht die biosensorische Verwendung 
thermophiler, bakterieller Phenolhydroxylase aus G. stearothermophilus zu sein. Die 
Kenntnisse über das Enzym und die Qualität nach Aufreinigung sind zur Zeit aber noch 
unzureichend für ein rationelles Biosensordesign. 
 
Um eine biosensorische Anwendung zu ermöglichen, sollte in dieser Arbeit die Expression 
phenoloxidierender Enzyme aus G. stearothermophilus optimiert und Verfahren zur 
Aufreinigung etabliert werden. Um eine verbesserte Aufreinigung zu gewährleisten, sollte 
gleichzeitig versucht werden, die Enzyme rekombinant zu exprimieren. Als einleitender 
Schritt sollte, ausgehend von in der Literatur bekannten Sequenzen, die molekulare Struktur 
und Organisation des Phenoloperons von G. stearothermophilus genauer untersucht 
werden, mit dem Ziel, die relevanten Gene zu klonieren und geeignete Systeme zur 
Expression phenoloxidierender Enzyme zu erstellten. Mit diesen sollte die Expression und 
Aufreinigung hinsichtlich phenoloxidierender Aktivität bis hin zum 5-Liter-Maßstab optimiert 
werden. Abschließend sollte ein Vergleich der verschiedenen Expressionssysteme 
untereinander und mit der nativen Expression erfolgen. Für die biosensorische Anwendung 
war eine genaue Charakterisierung des Phenolhydroxylase-Komplexes unerlässlich.  
 
Übergeordnetes Ziel der Untersuchungen war die Entwicklung des Phenolbiosensors. In 
dieser Arbeit sollte durch Immobilisierung und Kopplung des Phenolhydroxylase-Komplexes 
mit einem optischen Sauerstoffmesssystem der Beweis zur möglichen biosensorischen 
Anwendung erbracht werden. Abb. 4 zeigt den geplanten Ablauf der Arbeit.  
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Optimierung der Expression von 
phenolabbauenden Enzymen aus 
G. stearothermophilus
Versuche zur Aufreinigung und 
Charakterisierung von 
Phenolhydroxylase und Catechol-
2,3-Dioxygenase
Molekulare Sequenzaufklärung, der für die 
phenolabbauenden Enzyme codierenden Gene
Klonierung und Erstellung eines Expressionssystems für:
Phe A1 Phe A2 Tandemkonstrukt aus Phe A1/ Phe A2
Komplementierung von Phe A1 
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Charakterisierung der 
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Phenolhydroxylase
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Suche nach geeigneten 
Immobilisierungsmethoden
Beweis der Nutzbarkeit zum 
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Expressionsoptimierung im Erlenmeyerkolben
Scale-up und Optimierung im Fermenter
 
 
Abb. 4 Geplanter Ablauf der vorliegenden Promotionsarbeit  
. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Material  
2.1.1 Chemikalien 
Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen: Roth (Karlsruhe), 
Sigma-Aldrich (Deisenhofen), Beco (Hamburg), Merck (Darmstadt), Fluka (Neu Ulm), Serva 
(Heidelberg) und Qiagen (Hilden) soweit nicht anders erwähnt in der Reinheitsstufe p.A. 
bezogen. 
2.1.2 Enzyme, Reaktionskits und Größenmarker  
Restriktionen wurden mit den Enzymen des „five buffer plus“-Systems der Firma MBI 
Fermentas (St. Leon-Rot) durchgeführt. Eine Auflistung der weiteren verwendeten Enzyme 
befindet sich in Tab. 2. 
 
Tab. 2 Enzyme, Reaktionskits und Größenmarker 
Enzyme Hersteller 
DNase I (4710 U·mg-1) Fluka (Steinheim) 
RNase A (90 U·mg-1) Fluka (Steinheim) 
Lysozym (76344 U·mg-1) Fluka (Steinheim) 
Taq-DNA Polymerase SAWADY 
Taq-DNA Polymerase Hot Start 
PEQ Labs (Erlangen) 
Eppendorf (Hamburg) 
Advantage Genomic Polymerase Mix BD Biosciences Clontech (Heidelberg) 
T4 DNA Ligase, 100 U MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
Calf Intestine Alkaline Phosphatase MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
Proteinase K MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
Reaktionskits  
Universal GenomeWalker™ Kit BD Biosciences Clontech (Heidelberg) 
E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit I  PEQLabs (Erlangen) 
E.Z.N.A. Cycle-Pure Kit PEQLabs (Erlangen) 
E.Z.N.A. Bacterial DNA Kit PEQLabs (Erlangen) 
E.Z.N.A. Gel Extraction Kit PEQLabs (Erlangen) 
QIAquick PCR Purifikation Kit Qiagen (Hilden) 
Größenmarker  
Lambda DNA/ Eco RI+HindIII Marker MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder MBI Fermentas (St. Leon-Rot) 
Proteinmarker MultiMark™ Multi-Colored Standard Novex (San Diego USA) 
Precision Plus Protein Standard   Bio Rad (München) 
 
2.1.3 Geräte, Software und Datenbanken 
Die Geräte, die in dieser Arbeit genutzt wurden, sind mit Herstellerangaben in Tab. 3 
aufgeführt. 
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Tab. 3 Verwendete Geräte und Software 
Gerät / Software Typ Hersteller 
Chromatographiegeräte 
  
HPLC System Gold Beckman-Coulter (Unterschleißheim) 
FPLC Ni-NTA-Säule Pharmacia (Uppsala, Schweden) 
Elektrophorese-Apparaturen   
 Mini Protean II BioRad Laboratories GmbH (München) 
 Blue Power 3000 Serva (Heidelberg) 
Fermenter 
  
 Biostat  MD (1,7 L) Braun Biotech International GmbH 
(Melsungen) 
 Biostat B (5 L) Braun Biotech International GmbH 
(Melsungen) 
 Biostat ED (15 L) Braun Biotech International GmbH 
(Melsungen) 
Ultrafiltration   
 30-100 kDa Spintubes Vivaspin 6 mL Concen-
trator 
Sartorius Vivascience (Hannover) 
 Vivacell VCA 010 (Ausschlussgröße in der 
Versuchsvorschrift 
Sartorius Vivascience (Hannover) 
Geldokumentation   
 BioRad Gel Doc 2000 BioRad Laboratories GmbH (München) 
Inkubatoren   
 Infors Multitron 2 Infors (CH Bottmingen) 
 controlled environment incubator shaker New Brunswick Scientific  (New Brunswick, N.J. USA) 
Heizblöcke   
 Thermomixer 5436 Eppendorf (Hamburg) 
 HLC HBT 130 Haep Labor Consult (Bovenden) 
Wasserbäder 
  
 D1 Haake Fisons (Medingen) 
Magnetrührer 
  
 IKA Labortechnik RCT basic Janke & Kunkel (Staufen) 
pH-Meter 
  
 HI 8818 Hanna Instruments (Kehl am Rhein) 
Spektrofotometer 
  
 S250  Secamam (Bagneux, Frankreich) 
 Lambda 11 Perkin Elmer (Überlingen) 
 DU 7400 Beckman (München) 
Sonotroden und -zubehör 
  
 UW 200 Ultraschallgerät Bandelin (Berlin) 
 Sonoplus HD 200 (Steuereinheit)  
 MS 73 (Ultraschallfinger)  
 Sonorex RK 100 Ultraschallbad Bandelin (Berlin) 
 Sonorex RK 52H Ultraschallbad Bandelin (Berlin) 
Thermocycler 
  
 Gene Amp PCR System 9700 Perkin Elmer (Überlingen) 
 Mastercycler gradient Eppendorf (Hamburg) 
Waagen 
  
 Sartorius Basic Sartorius (Göttingen) 
 Sartorius Basic Fein Sartorius (Göttingen) 
   
 14
Material und Methoden 
Sauerstoffmessgeräte   
 Fibox 3 PreSens (Regensburg) 
FPLC (inkl. Säulen) 
  
 Pharmacia LKB Pharmacia (Uppsala, Schweden) 
 Ni-NTA-Säule Qiagen (Hilden) 
Vortexgeräte 
  
 IKA Labortechnik VF2 Janke & Kunkel (Staufen) 
Zentrifugen (inkl. Rotoren) 
  
 GS-15R Beckman (München) 
 Rotor S4180 Beckman (München) 
 Rotor F2402 Beckman (München) 
 Sorvall RC-5B Dupont (Bad Homburg) 
 Rotor GS 3 Dupont (Bad Homburg) 
 Rotor SS 34 Dupont (Bad Homburg) 
 Rotina 35R Hettich (Tuttlingen) 
 EBA 12 Hettich (Tuttlingen) 
 
In Tab. 4 sind die verwendete Auswertesoftware und die Datenbanken, die zur Modellierung 
und für Sequenzvergleiche herangezogen wurden, aufgelistet.  
 
Tab. 4 Verwendete Software und Datenbankprogramme 
Software/Datenbanken 
  
CloneManager 6.0 Programm zur Analyse von Nucleotidsequenzen Scientific & Educational Software 
DeepView Programm zur Erstellung und Auswertung von 3D-
Protein-Modellen  
GlaxoSmithKline  
(Münchenbuchsee, Schweiz) 
Oxyview PSt3 V5.20 Auswertungsprogramm für Fibox 3 PreSens (Regensburg) 
InterProScan Suche nach funktionellen Domänen und Bereichen in 
Peptidsequenzen 
http://ebi.ac.uk/Interproscan/ 
ScanProsite Suche nach funktionellen Domänen und Bereichen in 
Peptidsequenzen 
http://ca.expasy.org/prosite/  
SwissModel Modellierung von Tertiär- und Quartärstrukturen von 
Peptidsequenzen 
http://www.expasy.org/swissmod/S
WISS-MODEL.html 
Blast Suche und Vergleich von DNA-Homologien und 
Proteinen im Internet 
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
 
2.1.4 Mikroorganismen 
Eine Auflistung der in dieser Arbeit verwendeten Bakterienstämme ist in  Tab. 5 zu finden.  
 
Tab. 5 Mikroorgansimen 
Organismus Stamm Genotyp Herkunft 
Escherichia coli DH5α F’, endA1, hsdR17, supE44,thi-1, λ-, recA1, 
gyrA96, relA1,∆(lacZYA-argF)U169, (Φ80lacZ 
∆M15), ampS, tetS 
HANAHAN 1983 (Amersham 
Bioscience) 
Escherichia coli BL 21 DE 3  F-, ompT, hsdSB (rB-mB-), gal, dcm, (DE3) STUDIER ET AL. 1990. 
(Novagen Darmstadt) 
Escherichia coli XL 1 Blue  recA1, endA1, gyrA96 thi-1,hsdR17(rk- mk+), 
supE44, relA1 lac  [F`proAB laclqZ∆M15(TetR)] 
Stratagene Cloning Systems 
(1994 Heidelberg)  
Geobacillus  
stearothermophilus  
BR 219 
(DSM 6285)  
Wildtypisolat GURUJEYALAKSHMI und ORIEL 
1989 DSMZ Braunschweig) 
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2.1.5 Vektoren 
Die folgenden Vektoren wurden in dieser Arbeit verwendet (Tab. 6). 
 
Tab. 6 Eingesetzte Vektoren  
Vektor Selektionsmarker
für E. coli 
Merkmale Herkunft 
pUc 19 ß-Lactamase AmpR, Multiple cloning site im lacZ-Gen, 
Blau-Weiß-Selektion 
YANISCH-PERRON et al. 
1985) 
pTrc 99a°  ß Lactamase   AmpR Multiple cloning site, lac lq, trc-
promotor IPTG-Induzierbarkeit 
Pharmacia (Uppsala, 
Schweden) 
(AMANN et al. 1988) 
pNw33N cat vermittelte Chlor-
amphenicolresistenz 
CatR , Multiple cloning site, lac Z, IPTG-
Induzierbarkeit 
Bacillus Genetic Stock 
Center (Columbus, USA) 
(WU UND WELKER 1989)  
 
2.1.6 Synthetische Oligonukleotide 
Zur Amplifikation der gewünschten DNA-Abschnitte, zur Sequenzierung und für Kontroll-
PCRs wurden die folgenden synthetischen Oligonukleotide (Tab. 7) verwendet. Diese 
wurden von den Firmen Sigma (Deisenhofen), Metabion (Plannegg, Martinsried) und 
Biomers (Ulm) bezogen. 
 
Tab. 7 Name, Sequenz und Information der Oligonukleotide 
Oligonukleotid Sequenz 5`? 3` Restriktionsschnittstelle, 
Position His6-tag 
 
Primer zur Amplifikation von Phe A1 
 
Phe A1 HydrUp TCT ATC TAA GGA GGA CAT AG  
Phe A1 HydrDown AAA CAC ACA TTC TGC TGC TG  
Phe A1 HydrStart AAA GAA TTC ATG GAA AAA AAT AAA ATG TTA ATA GAA GAA 
AAG 
Eco RI 
Phe A1 HydrStop AAA TCT AGA TTA ATG CCA GAC TGG GTC C Xba I 
Phe A1 HisStart AAA GAA TTC ATG GAA AAA AAT AAA ATG TTA ATA GAA GAA 
AAG 
Eco RI, N-terminal  
Phe A1 HisStop AAA TCT AGA TTA ATG ATG ATG ATG ATG ATG CCA GAC TGG 
GTC C 
Xba I, C-terminal 
Tandem pNW33n 
ATG 
AAA GAA TTC ATG CAT CAT CAT CAT CAT CAT ATG GAA AAA 
AAT AAA ATG TTA ATA GAA  
Eco RI, N-terminal 
 
Primer zur Amplifikation von Phe A2 
 
Phe A2 Start AAA GAA TTC ATG GGG ACA TTT GCC ACA GGG GTG ACA GT Eco RI 
Phe A2 Stop AAA TCT AGA TTA GCT AGG AAT GCT TTC TTT TAG AG Xba I 
Phe A2 HisStart AAA GAA TTC CAT CAT CAT CAT CAT CAT ATG GGG ACA TTT 
GCC ACA GGG GTG ACA GT 
Eco RI, N-terminal 
Phe A2 HisStop AAA TCT AGA TTA ATG ATG ATG ATG ATG  ATG GC TAG GAA 
TGC TTT CTT TTA GAG 
Xba I, C-terminal  
 
Primer zum Genome Walking 
 
ZoidAußen CAC TGT TAA CTC TTG GAG GCA ATT CGA TCT  
ZoidInnen TAA CTC CCT GTG GGA GGA TGC GAT GGC T  
AP1 GTA ATA CGA CTC ACT ATA GGG C  
AP2* ACT ATA GGG CAC GCG TGG T  
Eco RV Walker A ATC GGC GTT GAA GGT TGC CAA CCG TCA T  
Eco RV Walker B ACT ACT TAA GCA ACG GCT GCA ATG TCC  
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Sequenzierprimer 
 
UWI-Zoid/int TAC CAA GGC AAA TAT CGC  
UWI-AP2 int1 GCG TTT GGT CAT TTG TTC   
UWI-AP2 int2 CAG ACA GCG TGG CAA TG   
UWI-AP2 intrev TTC AAA GTG GGA AT AGC  
Phe A forward GGC GAT TAC GAC GAG AAT GAT CCG GT  
 
2.1.7 Rekombinante Plasmide 
In der Tab. 8 sind die rekombinanten Plasmide aufgeführt, die durch die Insertion 
amplifizierter DNA-Fragmente erstellt wurden. Aufgelistet sind die Plasmide, die zur 
Expression verwendet wurden. Plasmide, die für Zwischen-Klonierung oder zur Blau-Weiß-
Selektion genutzt wurden, sind nicht extra aufgeführt.   
 
Tab. 8 Bezeichnung der rekombinanten Plasmide 
Bezeichnung Vektor  PCR-Fragment  Exprimiertes Protein 
Expression des Phe A1 
   
pTrc Phe A1 HisStop pTrc 99a  1237 bp-Fragment mit dem Phe A1 ORF Phe A1 C-terminales His6-tag 
pTrc Phe A1 Hisstart pTrc 99a 1240 bp-Fragment mit dem Phe A1 ORF Phe A1 N-terminales His6-tag 
pTrc Phe A1 Hisstart/Hisstop pTrc 99a 1255 bp-Fragment mit dem Phe A1 ORF Phe A1 C/N-terminales His6-tag 
pTrc Phe A1  pTrc 99a 1222 bp-Fragment mit dem Phe A1 ORF Phe A1 ohne His6-tag 
pNw Phe A1 HisStop pNw 33N 1240 bp-Fragment mit dem Phe A1 ORF Phe A1 C-terminales His6-tag 
Expression des Phe A2 
   
pTrc Phe A2 HisStop pTrc 99a  495 bp-Fragment mit dem Phe A2 ORF Phe A2 C-terminales His6-tag 
pTrc Phe A2 Hisstart pTrc 99a 501 bp-Fragment mit dem Phe A2 ORF Phe A2 N-terminales His6-tag 
pTrc Phe A2 Hisstart/Hisstop pTrc 99a 519 bp-Fragment mit dem Phe A2 ORF Phe A2 C/N-terminales His6-tag 
pTrc Phe A2  pTrc 99a 477 bp-Fragment mit dem Phe A2 ORF Phe A2 ohne His6-tag 
pNw Phe A2 Hisstop pNw 33N 498 bp-Fragment mit dem Phe A2 ORF Phe A2 C-terminales His6-tag 
Tandemexpression von Phe 
A1+2  
   
pTrc Phe A1+2 Hisstart/Phe A2 stop pTrc 99a  1884 bp-Fragment mit dem ORF für 
PheA1 und Phe A2 
Phe A1 C-terminales His6-tag 
Phe A2 N-terminales His6-tag 
pTrc Phe A1+2 Hisstart/Hisstop pTrc 99a 1904 bp-Fragment mit dem ORF für 
PheA1 und Phe A2 
Phe A1 C-terminales His6-tag 
Phe A2 ohne His6-tag 
pNw Phe A1+2 Hisstart/Hisstop pNw 33N 1907 bp-Fragment mit dem ORF für 
PheA1 und Phe A2 
Phe A1 C-terminales His6-tag 
Phe A2 N-terminales His6-tag 
 
2.1.8 Puffer  
In der Tab. 9 sind die Puffer aufgeführt, die bei den verschiedenen Anwendungen in dieser 
Arbeit verwendet wurden.  
 
Tab. 9 Liste der verwendeten Puffer  
STETL Lysepuffer 
  
STET  
Lysozym 0,05 % (w/v) 
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STET pH 8,0 
 
Saccharose 8,0 % (w/v) 
Triton X-100 5,0 % (w/v) 
EDTA 50 mM 
Tris-HCl 50 mM 
Natriumacetatpuffer 
  
Natriumacetat pH 5,2 3,0 M 
TE-Puffer 
 
Tris-HCl pH 8,0 10,0 mM 
EDTA 1,0 mM 
TfBI-Lösung pH 5,8   
Kalciumacetat  30,0 mM 
MnCl2  50,0 mM 
RbCl 100 mM 
CaCl2 x 2H2O  10,0 mM 
Glyzerin 15,0 % (v/v)  
pH mit Essigsäure einstellen  
TfBII-Lösung pH 6,8   
RbCl 10,0 mM 
CaCl2  75,0 mM 
MOPS 10,0 mM 
Glyzerin 15,0 % (v/v)  
pH mit NaOH einstellen  
Bindepuffer pH 8,0   
Kaliumphosphat 50 mM 
NaCl 500 mM 
Imidazol 10 mM 
Elutionspuffer  pH 7,8  
 
Kaliumphosphat 50 mM 
NaCl 500 mM  
Imidazol 250 mM 
PBS pH 7,5 
  
NaCl 1,37 M 
KCl 27 mM 
Na2HPO4 81 mM 
KH2PO4 15 mM 
 
2.2 Analytik 
2.2.1 Phenolanalytik 
HPLC-Messung 
Mit der HPLC wurde die Konzentration von Phenol und Catechol zu den verschiedenen 
Zeitpunkten der Probennahme aus Testansätzen bestimmt. Hierzu wurde eine Nucleosil 
C-18 Säule verwendet. Als Laufmittel diente ein Gemisch aus Acetonitril und 1 mM 
Phosphorsäure im Verhältnis von 1:1. Die Flussrate betrug 0,4 mL min-1 und die 
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Säulentemperatur lag bei 40° C. Es wurde das HPLC-System der Firma Beckman 
verwendet. 
Fotometrischer-Nachweis 
Die Bestimmung des Phenolgehaltes erfolgte mit einer Methode, die einem vereinfachten 
Phenolindex entspricht (GURUJEYALAKSHMI und ORIEL 1989). Zur Durchführung wurde 1 mL 
einer verdünnten Probe mit 40 µL 3 M Ammoniaklösung basisch eingestellt, anschließend 
erfolgte die Zugabe von 12 µL Aminoantipyrinlösung (2%ig), nach intensivem Schütteln und 
einer Inkubation von 5 min wurden 40 µL Kaliumhexacyanoferratlösung (2%ig) und 910 µL 
Wasser hinzupipettiert. Die Messung des Farbkomplexes wurde bei 510 nm in einem 
Fotometer (Beckman DU 7400, Unterschleißheim) gegen einen Blindwert ohne Phenol 
durchgeführt. Die Phenolkonzentration konnte anhand einer zuvor erstellten Phenol-
kalibrationskurve ermittelt werden. 
2.2.2 Messung von gelöstem Sauerstoff 
Die Messung von Sauerstoff erfolgte mit der Fibox 3 (Presens, Regensburg). Hierbei handelt 
es sich um ein optisches Messprinzip (Optoden) zur Detektion von Sauerstoff. Im Gegensatz 
zu amperometrischen Sauerstoffelektroden wird von den Optoden kein Sauerstoff 
verbraucht. Die sauerstoff-sensitive Messschicht besteht aus Luminophoren-Material, dieses 
wird durch die Absorption von Licht zur Fluoreszenz angeregt. In Anwesenheit von 
molekularem Sauerstoff wird die emittierte Fluoreszenz vermindert (Abb. 5) (KLIMANT und 
WOLFBEIS 1995, WOLFBEIS et al. 2002). 
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Abb. 5 Funktionsprinzip der optischen Sauerstoffmessung 
A) In Abwesenheit von Sauerstoff: 1) Sensorschicht, 2) Boden des Messgefäßes, 3) Anregung durch 
Licht, 4) Glasfaserlichtleiter, 5) Angeregte Sensorschicht, 6) Emittierende Sensorschicht, B) Bei 
Anwesenheit von molekularem Sauerstoff. 
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Durch das Zusammentreffen von molekularem Sauerstoff mit der angeregten Sensorschicht 
wird die Energie auf den Sauerstoff übertragen, dieser geht vom nicht angeregten Triplet in 
den angeregten Singlet Zustand über. Die Energieübertragung auf den Sauerstoff führt zu 
einer verminderten Emission von Licht. Die Anregung mit Licht folgt einer 
sinuswellenförmigen Bewegung, so dass die Emission einen identischen wellenförmigen 
Verlauf zeigt. Bei Anwesenheit von Sauerstoff ist nicht nur die Emission des Lichtes 
vermindert, sondern auch die Wellenbewegung proportional verschoben, so dass die 
Intensität der Emission unterschiedlich schnell abklingt. Als Messparameter für die Fibox 
dient nicht die absolute Emission sondern die Abklingzeit des Emissionssignals. Gl. 1 zeigt 
die zugrundeliegenden Gesetzmäßigkeiten der optischen Sauerstoffmessung.  
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Gl. 1 
I0: Lumineszenzintensität ohne Sauerstoff, I: Lumineszenzintensität mit Sauerstoff 
T0: Abklingzeit der Lumineszenz ohne Sauerstoff, T: Abklingzeit der Lumineszenz ohne Sauerstoff 
Ksv: Stern-Volmer Konstante; [O2] Sauerstoffkonzentration der Lösung 
 
2.3 Mikrobiologische Methoden 
2.3.1 Anlegen von Stammkulturen 
Zur Herstellung von Bakterienstammkulturen wurden die Bakterien in Flüssigkultur kultiviert  
und anschließend in Medien mit 20 % Glyzerin überführt und bei –70° C gelagert.  
2.3.2 Kultivierung  
Die Kultivierung der Mikroorganismen erfolgte für molekularbiologische Folgearbeiten im 
5-mL-Maßstab. Wachstumsexperimente und Kleinfermentationen zur Enzymgewinnung 
wurden im 0,3-L- bzw. 1-L-Erlenmeyerkolben mit Schikanen durchgeführt. Die Inkubation 
erfolgte bei 37° C (E. coli)  bzw. 55° C (G. stearothermophilus) im Multitron 2 Inkubator der 
Firma Infors (Bottmingen CH) bei 120 U min-1. Zur Kultivierung im größeren Maßstab wurden 
die Fermenter Biostat MD (1,7 L), Biostad B (5 L) und Biostad ED (15 L) der Firma Braun 
Biotech  (Melsungen) verwendet.  
G. stearothermophilus 
Für die Kultivierung von G. stearothermophilus BR 219 (DSMZ 6285) wurden die Medien in 
Tab. 10 verwendet. 
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Tab. 10 Medien für die Anzucht von G. stearothermophilus 
P-Medium (DSM 458 
 
K2HPO4 0,5 g L-1 
NH4Cl 1,0 g L-1 
MgSO4 * 7 H2O 0,02 g L-1 
Hefeextrakt 0,8 g L-1 
säurehydrolysiertes Casein 0,1 g L-1 
sterilfiltrierte Spurenelementlösung (SL2) 3 mL L-1 
sterilfiltrierte Phenollösung 0,2 M 25 mL L-1 
LB-Medium  (G. stearothermophilus) 
 
Pepton 10 g L-1 
Hefeextrakt  5,0 g L-1 
NaCl 5,0 g L-1 
MgSO4 * 7 H2O 0,02 g L-1 
sterilfiltrierte Spurenelementlösung (SL2) 3 mL L-1 
sterilfiltrierte Phenollösung 0,2 M 25 mL L-1 
M-Medium (DSM 1) 
 
Pepton  5,0 g L-1 
Fleischextrakt 3,0 g L-1 
MgSO4 * 7 H2O 0,02 g L-1 
sterilfiltrierte Spurenelementlösung (SL2) 3 mL L-1 
sterilfiltrierte Phenollösung 0,2 M 25 mL L-1 
 
Die Medien wurden zur Sterilisation 20 min bei 121° C autoklaviert. Für Nährböden wurde 
den Medien Agar in einer Konzentration 2 % (w/v) vor dem Autoklavieren zugegeben. Für 
Wachstumsexperimente wurden die Medien mit 15 g L-1 Glucose bzw. Glyzerin 
supplementiert. Die Kultivierung erfolgte –sofern nicht anders angegeben- bei 55° C. Die 
Zusammensetzung der Spurenelementlösung SL2 ist in der Tab. 11 aufgeführt. 
 
Tab. 11 Spurenelementlösungen für die Kultivierung von G. stearothermophilus 
Spurenelementlösung 1  (SL1) 
 
ZnSO4 * 7 H2O 0,1 g L-1 
MnCl * 4 H2O 0,03 g L-1 
H3BO4 0,3 g L-1 
CoCl2 * 6 H2O 0,3 g L-1 
CuCl2 * 2 H2O 0,01 g L-1 
NiCl2  * 6 H2O 0,02 g L-1 
Na2MoO4 * 6 H2O 0,03 g L-1 
Spurenelementlösung 2  (SL2) 
 
Na-EDTA * 2 H2O 0,5 g L-1 
FeSO4 * 7 H2O 0,2 g L-1 
entionisiertes Wasser 900 mL 
SL 1 100 mL 
 
E. coli 
Die Kultivierung von E. coli erfolgte –sofern nicht anders angegeben- bei 37° C. Zur 
Expressionsoptimierung wurde den Medien bei Bedarf Glukose bzw. Glyzerin in einer 
Endkonzentration von 15 g L-1 zugegeben. Die Herstellung von Nährböden erfolgte mit  
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2 % Agar (w/v). Zur Selektion der Bakterien, die eine plasmidvermittelte Resistenz trugen, 
wurde den Medien Ampicillin bzw. Chloramphenicol in einer Konzentration von 125 mg L-1 
bzw. 25 g L-1 zugegeben. Zur Blau-Weiß-Selektion durch Insertionsinaktivierung des lacZ-α 
Gens in dem Vektor pUC19 wurden 40 mg L-1 5-Brom-4-chlor-3-indolyl-β-D-galactopyranosid 
(X-Gal) sowie 120 mg L-1 Isopropyl-β-D-thiogalactosid (IPTG, Roth) zugefügt. Thermolabile 
Medienbestandteile wurden sterilfiltriert und nach dem Autoklavieren zugegeben. Zur 
Kultivierung wurden die in Tab. 12 angegebenen Medien verwendet.  
 
Tab. 12 Medien für die Anzucht von G. stearothermophilus 
LB-Medium (E. coli) 
 
Pepton 10 g L-1 
Hefeextrakt  5,0 g L-1 
NaCl 5,0 g L-1 
Terrific Broth (TFB) 
 
Trypton 12 g L-1 
Hefeextrakt 24 g L-1 
K2HPO4 /KH2PO4-Puffer pH 7,6 50 mM 
Minimalmedium (M9)  
Na2HPO4 6 g L-1 
KH2PO2 3 g L-1 
NH4Cl 1 g L-1 
NaCl  0,5 g L-1 
MgSO4 x 7 H20 0, 25 g L-1 
CaCl2 x 2 H20 0,015 g L-1 
L-Prolin 0,02 g L-1 
L-Histidin 0,02 g L-1 
Thiamin 0,01 g L-1 
 
2.4 Molekularbiologische Methoden 
2.4.1 Isolation genomischer DNA aus G. stearothermophilus  
Zellen aus einer 10-mL-Übernachtkultur wurden pelletiert, zweimal mit 0,1 M 
Natriumphosphatpuffer gewaschen, erneut zentrifugiert und in 537 µL TE-Puffer 
resuspendiert.  Nach der Zugabe von 30 µL Lysozymlösung (1mg mL-1) erfolgte eine 
30minütige Inkubation bei 25° C. Anschließend wurde die Lösung mit 30 µL SDS-Lösung 
(10%ig) und 3 µL Proteinase K-Lösung (20 mg mL-1) versetzt und für weitere 30 min bei 
37° C inkubiert. Nach der Lyse der Zellen erfolgte die Zugabe von 100 µL NaCl-Lösung (5M) 
und 80 µL CTAB (10%ig) in 0,7 M NaCl-Lösung. Der Reaktionsansatz wurde für weitere 
10 min bei 65° C inkubiert. Die anschließende Extraktion der genomischen DNA wurde nach 
einer Vorschrift von SAMBROOK UND RUSSELL (2001) mit der Phenol-Chloroform-Extraktion 
durchgeführt. Das DNA-Präzipitat wurde in 50 mL TE-Puffer resuspendiert und bis zur 
weiteren Verwendung bei –20° C gelagert.  
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2.4.2 Agarose-Gelelektrophorese von DNA-Molekülen 
Zur Kontrolle der Isolation, Restriktion und Ligation von DNA wurde diese elektrophoretisch 
in einer Agarosematrix aufgetrennt. Durch interkaliertes Ethidiumbromid (EtBr Roth 
Karlsruhe) wurden die getrennten Moleküle nach UV-Bestrahlung (302 nm) zur Fluoreszenz 
angeregt. Über einen aufgebrachten Größenstandard konnte die Größe und Menge der 
eingesetzten DNA abgeschätzt werden. Die Auswertung und Speicherung der visualisierten 
DNA wurde mit dem Geldoc 2000 der Firma BioRad GmbH (München) durchgeführt.  Zur 
Durchführung und Herstellung der Gele wurde die Standardmethode nach SAMBROOK UND 
RUSSELL  (2001) verwendet.  
2.4.3 Polymerasekettenreaktion  
Die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde zur Sequenzaufklärung der genomischen DNA 
von G. stearothermophilus zur Amplifikation bestimmter DNA-Bereiche für anschließende 
Klonierungen und für Kontrolluntersuchungen eingesetzt. Bei der Sequenzaufklärung durch 
das Genome-Walking wurde das Universal GenomeWalker™-Kit der Firma  BD Biosciences 
Clontech (Heidelberg) nach Herstellerangaben genutzt. Für diese Arbeiten wurde die 
Technik der verschachtelten (nested) und der Touchdown-PCR eingesetzt. Sollten die 
amplifizierten DNA-Fragmente für weitere Klonierungen genutzt werden wurde das Expand 
High-Fidelity-PCR-System (Roche, Mannheim) nach Herstellerangaben verwendet. Das 
System beinhaltet neben einer Taq–Polymerase noch eine Pwo-Polymerase, die eine 
Proofreading-Aktivität besitzt. Zur Überprüfung auf Vorhandensein des Expressionsvektors 
und der klonierten DNA-Fragmente wurde ein Teil der transformierten Bakterienkolonie direkt 
in einen Kontroll-PCR-Ansatz überführt. Diese PCR wurde mit dem HotMastermixTM der 
Firma Eppendorf (Hamburg) durchgeführt. Die Zyklenzahl der PCR betrug 25. Das 
Gesamtvolumen der Ansätze lag bei Kontroll-PCRs bei 25 µL, für Klonierungen hatten die 
Ansätze ein Volumen von 50 µL.  
2.4.4 Restriktionsverdau von DNA 
DNA-Fragmente und Vektoren wurden mit den Enzymen der Firma Fermentas MBI (St. 
Leon-Roth) nach Herstellerangaben verdaut. Eine Inaktivierung der Reaktionsansätze 
erfolgte für 20 min bei 65° C bzw. 80° C. Falls die verdaute DNA für Ligationen eingesetzt 
werden sollte, wurde die Vektor-DNA zur Dephosphorilierung noch 20 min mit Calf Intestine 
Alkaline Phosphatase (CIAP) behandelt. Restriktions- und PCR-Ansätze wurden mit dem 
QIAquick–PCR-Purification-Kit aufgereinigt.  
2.4.5 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen 
Im Falle von PCR-Reaktionen, bei denen neben dem gewünschten Fragment noch weitere 
unspezifisch amplifizierte DNA-Fragmente vorlagen, wurden diese in einem Agarosegel 
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elektrophoretisch aufgetrennt und anschließend mit dem E.Z.N.A. Gel Extraction Kit 
(PEQLabs Erlangen) extrahiert.  
2.4.6 Ligation von DNA 
Ligationen von PCR-Fragmenten in Vektoren wurden mit der T4-DNA-Ligase der Firma 
Fermentas MBI (St. Leon Roth) nach SAMBROOK und RUSSELL (2001) und Herstellerangaben 
durchgeführt.  
2.4.7 Isolation von Plasmid-DNA aus E. coli 
Für Folgeanwendungen sollte die isolierte Plasmid-DNA einen hohen Reinheitsgrad 
aufweisen. Deshalb wurde Plasmid-DNA, die für Klonierungen, Sequenzierung und 
Transformation eingesetzt wurde, mit dem E.Z.N.A. Plasmid Miniprep Kit (PEQLabs 
Erlangen) durch alkalische Lyse aufgereinigt. Plasmid-DNA zur Vektorisolation wurde durch 
enzymatische Lyse nach HOLMES und QUIGLEY (1981) wie folgt gewonnen. Auf 
antibiotikumhaltigen Platten gewachsene Klone wurden isoliert und in 2 mL 
ampicillinhaltigem LB-Medium über Nacht angezogen. 1 mL bis 1,5 mL des bewachsenen 
Kulturmediums wurden in ein 1,5 mL Eppendorfgefäß überführt und für 3 min bei 15000 g 
und RT pelletiert. Der Überstand wurde verworfen, während die Pellets in 150 µL 
Natriumacetat resuspendiert wurden. Nach Zugabe von 150 µL STETL-Lysepuffer und 
vorsichtigem Mischen wurden die Zellen für 5 min bei Raumtemperatur lysiert. Durch das 
anschließende Erhitzen der Zellsuspension für die Dauer von 40 s auf 95° C mit 
nachfolgender Zentrifugation von 10 min bei 12000 g wurden lange DNA-Fragmente mitsamt 
den denaturierten Zelltrümmern pelletiert, während die Plasmide im Überstand verblieben. 
Die Pellets konnten mit einem Zahnstocher entfernt werden. Die Fällung der Plasmid-DNA 
erfolgte durch die Zugabe von 150 µL Isopropanol und Inkubation bei 4° C für 30 min mit 
anschließender Zentrifugation (30 min bei 17500 g). Der Überstand wurde verworfen und 
das Pellet mit 150 µL eiskaltem Ethanol (70%ig) gewaschen und anschließend für 3 min bei 
17500 g erneut pelletiert. Nach Entfernen des Überstandes per Pipette konnte der restliche 
Ethanol bei 37° C innerhalb von 15 min durch Trocknung entfernt werden. Die so gewonnene 
DNA wurde in 35 µL RNAse-haltigem Wasser (100 µg mL-1 RNase A) für 1h bei 37° C oder 
über Nacht bei 4° C resuspendiert. 8 µL wurden für eine Restriktionsanalyse eingesetzt, der 
Rest für weitere Verwendung bei –20° C gelagert. 
2.4.8 Herstellung hitzeschock-kompetenter E.-coli-Zellen und 
Transformation 
Eine Vorkultur von E. coli DH5α-Zellen wurde über Nacht in 100 mL LB-Medium angezogen. 
Ein Milliliter der Vorkultur wurde zum Animpfen von 100 mL LB-Medium als Hauptkultur 
verwendet. Bei 37° C und 225 U min-1 wurden die Zellen bis zu einer optischen Dichte OD550 
von 0,6 inkubiert. Anschließend wurden die Zellen für 10 min auf Eis gelagert und 5 min bei 
 24
Material und Methoden 
3500 g und 4° C pelletiert. Die Bakterienpellets wurden in 30 mL eiskaltem TfBI-Puffer  
aufgenommen und weiterhin auf Eis vorsichtig resuspendiert. Nach einer anschließenden 
Zentrifugation für 5 min bei 3500 g und 4° C wurde das Bakterienpellet in 4 mL eiskaltem 
TfBII-Puffer aufgenommen und resuspendiert. Abschließend wurden Aliquots zu 190 µL in 
sterilen Eppendorfgefäßen in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Eine Lagerung der Zellen 
erfolgte bei –80° C. Zur Transformation wurden 190 µL gefrorene E. coli DH5α-Zellen 
langsam auf Eis aufgetaut, mit 10 µL in TE-Puffer gelöster DNA vermischt und für 30 min auf 
Eis inkubiert. Durch einen zweiminütigen Hitzeschock bei 42° C wurde die Aufnahme der 
DNA in die Zellen initiiert. Nach einer zweiminütigen Abkühlung des Ansatzes auf Eis erfolgte 
die Regeneration der transformierten Zellen. Hierzu wurden sie in 4 Volumen 
Regenerationsmedium ohne Antibiotikum für 1 h bei 37° C regeneriert und auf entsprechend 
antibiotikahaltigen LB-Platten 12 h bei 37° C inkubiert. 
2.4.9 Sequenzierung von DNA-Fragmenten 
Die Sequenzierung von DNA-Fragmenten wurde als Auftragsarbeit von der Firma 
Sequiserve (Vaterstetten) durchgeführt. Bei Bedarf wurden entsprechende Sequenzierprimer 
erstellt.  
2.5 Proteinchemische Methoden 
2.5.1 Rekombinante Expression und Aufreinigung der Phenol 
hydroxylase 
Die Expression des rekombinanten Phenolhydroxylase-Komplexes unterlag der Kontrolle 
des Lac-Z Gens. Die Produktion der Enzyme konnte durch die Zugabe von IPTG induziert 
werden. Die Standardbedingungen für die Expression waren nach SAMBROOK UND RUSSELL 
(2001): Wachstum nach Inokulation auf LB-Medium bei 37° C bis zu einer optischen 
Dichte550 nm von zwei. Anschließend erfolgte die Zugabe von IPTG in einer Endkonzentration 
von 0,8 mM, nach weiterer Inkubation für 4 h wurden die Zellen durch Zentrifugation 
geerntet, zweimal mit PBS-Puffer gewaschen und bis zur Verwendung bei –20° C gelagert. 
Neben den beschriebenen Standardbedingungen wurden zur Expressionsoptimierung die 
Parameter: Medien, Induktionstemperatur, Induktionsdauer und IPTG-Konzentration variiert. 
Die Zellen wurden nach einer modifizierten Methode aus SAMBROOK UND RUSSELL (2001) 
aufgeschlossen. Hierzu wurde ein Zellaliquot auf Eis aufgetaut. Anschließend erfolgte die 
Zugabe von Lysepuffer (50 mM Kaliumphosphatpuffer, 300 mM NaCl, 20 mM Imidazol, 
Lysozym 1 mg mL-1). Die Zellsuspension wurde weitere 30 min auf Eis inkubiert bevor die 
Zugabe von 80 µL Triton x-100 und 10 µL DNAse1-Lösung (10mg mL-1) erfolgte. Nach 
Zugabe wurde der Ansatz für 10 min bei 37° C auf einem Überkopfschüttler inkubiert. Zur 
Verbesserung der Aufschlussqualität wurde der Reaktionsansatz einer Ultraschall-
behandlung unterzogen (6 x 10 s mit 70%igem Intervall). Die Zelltrümmer wurden durch eine 
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30minütige Zentrifugation bei 15000 g abgetrennt. Der enzymhaltige Überstand wurde für die 
weitere Reinigung verwendet.  
 
Die Aufreinigung erfolgte mit Fast Performance Liquid Chromatography System (FPLC) der 
Firma Amersham Pharmacia Biotech (Uppsala Schweden). Proteine wurden durch UV-
Absorption bei 280 nm detektiert. Die mit His6-tag versehene rekombinante 
Phenolhydroxylase konnte über die IMAC (Immobilized-metal affinity chromatography) mit 
einer Ni-NTA-Matrix aufgereinigt werden (PORATH et al. 1975). Für die Aufreinigung wurde 
eine mit Nickel beladene Nitrilotriessigsäure-Matrix (“nitrilotriacetic acid“: NTA) verwendet. 
NTA besitzt eine hohe Bindekraft zu Ni2+-Ionen, da es sich um einen vierzähnigen Liganden 
handelt, d.h. sie ist in der Lage vier der sechs Bindestellen des Ni2+-Ions zu komplexieren. 
Die beiden freien Bindestellen des Nickels können das His6-tag der aufzureinigenden 
Enzyme binden. Bei der FPLC-Aufreinigung wurde die Säule mit der Probe beladen. Um 
unspezifisch gebundene Proteine zu eliminieren wurde die Imidazolkonzentration auf 25 mM 
im Fluss erhöht. Bei dieser Konzentration konkurriert das Strukturanalogon Imidazol mit dem 
Histidin des His6-tags, so dass unspezifisch gebundene Proteine von der Säule entfernt 
wurden. Zur Elution der Phenolhydroxylase als Zielprotein wurde die Imidazolkonzentration 
auf 250 mM erhöht. Die reine Phenolhydroxylase-Fraktion wurde gesammelt und 
anschließend durch Ultrafiltration mit einer Ausschlussgröße von 10-30 kDa von Salzen und 
Imidazol befreit und konzentriert. Alternativ wurde die Fraktion gegen 5 mM 
Kaliumphosphatpuffer (pH 7,6) dialysiert und anschließend gefriergetrocknet.  
2.5.2 Native Expression der Phenolhydroxylase und Catechol-2,3-
Dioxygenase 
Die native Expression der Phenolhydroxylase erfolgte in G. stearothermophilus. 
Standardmäßig wurde das Medium P (DSM 458) verwendet. Die Fermentation wurde mit 
einem Zehntel Volumen einer Vorkultur, die für 16 h bei 55° C inkubiert wurde, angeimpft. 
Für die Fermentation wurden die folgenden Parameter eingestellt: Temperatur 55° C, 
Sauerstoffsättigung bei 20 % (Luftsättigung über die Rührerdrehzahl geregelt) und der pH-
Wert bei 7,4. Das Medium enthielt zur Induktion Phenol in einer Konzentration von 5 mM. Die 
Zellen wurden beim Übergang in die stationäre Phase geerntet und bis zur Verwendung bei 
-20° C gelagert. Der Zellaufschluss erfolgte wie unter Kap. 2.5.1 beschrieben. Zur 
Aufreinigung der nativen Phenolhydroxylase und Catechol-2,3-dioxygenase wurden 
verschiedene konventionelle Aufreinigungsmethoden verwendet, von denen keine einen 
Aufreinigungserfolg verzeichnen konnte. Deshalb wurde als einzige Methode eine 
Ultrafiltration mit einer 30 kDa Membran durchgeführt.  
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2.5.3 Bestimmung des Proteingehalts  
Die Proteinkonzentration der proteinhaltigen Proben wurden nach BRADFORD (1976) mit 
einem Proteintest der Firma BioRad (München) bestimmt, wobei BSA (Rinderserumalbumin) 
als Standard diente. 
2.5.4 SDS-PAGE  
Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese wurde nach der Methode von LAEMMLI  (1970) mit 
einer Mini Protean II Apparatur der Firma BioRad (München) durchgeführt. Als 
Proteinstandards dienten der Marker M12 (Novex, San Diego, USA) mit Banden bei 
200 kDa, 116 kDa, 97 kDa, 66 kDa, 55 kDa, 37 kDa, 31 kDa, 22 kDa, 14 kDa und 6 kDa 
sowie der Precision Plus Protein Standard (BioRad München) mit Banden bei 250 kDa, 
150 kDa, 100 kDa, 75 kDa, 50 kDa, 37 kDa, 25 kDa, 20 kDa, 15 kDa und 10 kDa. Die 
Proben wurden vor der Trennung mit RotiLoad1 Probenpuffer (Roth) versetzt und für 3 min 
bei 100° C inkubiert. Die elektrophoretische Trennung erfolgte 1,5 h bei einer Stromstärke 
von 30 mA. Anschließend wurden die Proteine 1 h in einer Lösung aus 0,1 % (w/v) 
Coomassie Brilliant Blue R 250 (Serva, Heidelberg) in 50 % (v/v) Methanol 10 % (v/v) 
Essigsäure gefärbt. Zum Entfärben wurde eine Lösung aus 50 % (v/v) Methanol 7,5 % (v/v) 
Essigsäure verwendet. Für sensitive Anwendungen (Isoelektrische Fokussierung) wurde 
eine Silberfärbung durchgeführt.  
2.5.5 Native PAGE  
Zur Aufklärung der Organisation und zur Kontrolle der Aufreinigung wurde eine 
Gelelektrophorese unter nativen Bedingungen durchgeführt. Die native PAGE wurde analog 
der SDS-PAGE durchgeführt, jedoch wurde den Gelpuffern, dem Gel sowie dem Laufpuffer 
kein SDS zugesetzt. Die Proben wurden vor der elektrophoretischen Trennung mit dem 
„Native Sample Buffer“ der Firma BioRad (München) versetzt. 
2.5.6 Western-Blot mit anschließendem Immunoassay 
Nach der Gelelektrophorese wurden die nicht sichtbaren Proteinbanden elektrophoretisch im 
Tank-Blot bei 4° C, 100 V für eine Stunde auf eine Nitrocellulosemembran (Amersham Life 
Science, Freiburg) übertragen (TOWBIN et al. 1979). Alle übrigen Bindungsstellen auf der 
Membran wurden mit einer 3%igen  BSA-Lösung geblockt und die spezifischen 
Proteinbanden immunologisch nachgewiesen. Dazu wurde die Membran mit dem ersten 
monoklonalen Antikörper Maus-anti-penta-His (0,1 µg ml-1 gelöst in PBS pH 7,5) 40 min 
inkubiert. Die so auf der Membran gebildeten Antikörper-Antigenkomplexe wurden wiederum 
mit dem zweiten an Alkalische Phosphatase (AP) gekoppelten polyklonalen Ziege-anti-Maus-
Antikörper (ZAMAP) für 40 min behandelt. Dieser interagierte spezifisch mit dem Antigen-
Antikörperkomplex. Waschschritte vor und nach den Antikörperreaktionen wurden mit PBS-
Puffer durchgeführt. Vor Substratzugabe wurde die Membran mit AP-Puffer (pH 9,6) 
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alkalisiert. Als Substrat für die AP diente das in AP-Puffer gelöste 4-Nitroblau-tetrazolium/5-
Brom-4-chlor-3-indolyl-phosphat (NBT/BCIP), wodurch die an die Membran gebundenen 
Proteinbanden durch eine Redoxreaktion grau-blau gefärbt wurden. Die Entwicklung fand im 
Dunklen (20° C/10-15 min) statt. Zum Beenden der Reaktion wurde die Membran mit Wasser 
abgespült, im feuchten Zustand zur Dokumentation eingescannt und anschließend zwischen 
zwei Whatman-Papieren getrocknet. 
2.5.7 Gelfiltrationschromatographie 
Für die Gelfiltrationschromatographie wurde das Fast Performance Liquid Chromatography 
(FPLC) System der Firma Amersham Pharmacia Biotech (Freiburg) verwendet. Die 
Chromatographie-Läufe wurden mit einer XK 26-100 Säule mit einem Bettvolumen von 
440 mL und einem Superdex G 200-Säulenmaterial durchgeführt. Das Ausschlussvolumen 
wurde mit Blau Dextran 2000 kDA bestimmt. Die Säule wurde mit den folgenden Proteinen 
kalibriert: Apoferritin 440 kDa, Alkohol Dehydrogenase 150 kDa, BSA 66 kDa, Carbonische 
Anhydrase 29 kDa und Cytochrome C 12,4 kDa. Für die Läufe wurde ein 50 mM Tris/HCl-
Puffer mit einem pH-Wert von 7,6 und 20 mM NaCl verwendet. Die Flussrate betrug 
2 mL min-1. Proteine wurden bei 280 nm mit einem UV-Detektor quantifiziert. Die eluierten 
Fraktionen wurden zur späteren Analyse mit einem Fraktionssammler aufgefangen.  
2.5.8 Isoelektrische Fokussierung 
Für die isoelektrische Fokussierung wurde die Proteinkonzentration der Probe auf 50 ng µL-1 
eingestellt. Verwendet wurde das PhastGelTM der Firma Amersham Bioscience (Uppsala, 
Schweden). Die Durchführung erfolgte nach Herstellerangaben für das PhastGeltm-System 
im IEF-Bereich von 3-9. Als Marker wurde das PI.-Kalibrations-Kit (pH 3-10) der Firma 
Amersham Bioscience (Uppsala, Schweden) verwendet.  
2.5.9 Oberflächen-Resonanz-Spektroskopie 
Versuche zur Interaktion von Phenolhydroxylase-Komponenten wurden am Institut für 
Pharmazie der Universität Marburg in der Abteilung von Prof. M. Keusgen durchgeführt. Die 
Messungen wurden mit einem Plasmonic der Firma HSS GmbH (Wallenfells) nach dem 
Prinzip der Oberflächenplasmonresonanz durchgeführt. Die Chipoberfläche bestand aus 
einer C-18 modifizierten Goldbeschichtung. Beide Enzymkomponenten wurden in einer 
Konzentration von 1 mg mL-1 eingesetzt. Zum Blockieren wurde eine BSA-Lösung 
(100 mg mL-1) verwendet. Die Temperatur betrug während der Messung 22° C. Zur 
Beschichtung wurde die Messküvette 5  min mit Puffer (0,15 M PBS pH 6,8) gespült. Die 
Inkubation mit den Enzymkomponenten dauerte 30 min, anschließend wurde die 
Messküvette mit  4 Volumen des Puffers durchspült.   
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2.5.10 Maldi-Tof-MS-Analyse 
Die Komponenten der Phenolhydroxylase wurden wie beschríeben aufgereinigt, gegen 
50 mM Ammoniumcarbonat-Puffer dialysiert und anschließend gefriergetrocknet. Das 
Präparat wurde in 0,5 % Trifluoressigsäure (TFA) gelöst. Falls das Präparat schwer löslich 
war, wurde zur Verbesserung der Löslichkeit noch Acetonitril in variablen Konzentrationen 
zugegeben. Die Probe wurde anschließend auf einen Probenträger aufgegeben. Nach 
Verdunstung des Lösungsmittels wurde die Matrix α-Cyano-4-hydroxyzimtsäure (20 mg mL-1l 
in einer Lösung aus 0,1 % TFA und Acetonitril auf den Probenträger aufgetragen. Die 
MALDI-TOF-Massenspektren wurden am Deutschen Wollforschungsinstitut der RWTH 
Aachen aufgenommen. Es wurde ein BRUKER BIFLEXTM III MALDI Flugzeit-
massenspektrometer (Bruker-Franzen Analytik GmbH, Bremen) verwendet, dass mit einer 
SCOUT-Ionenquelle, einem Ionenspiegel (Reflektor) und Standard-microchannel-plate-
Detektoren ausgerüstet ist. Die Matrixanregung erfolgt über einen Stickstofflaser mit einer 
Wellenlänge von 337 nm und einer Pulsdauer von 3 ns. Die Beschleunigungsspannung liegt 
bei 20000 V. Die  Massenspektren zeigen die Summe der von ca. 100 Laserimpulsen 
erzeugten Ionensignale. Die Spektren wurden über mehrere externe Ionensignale der Matrix 
und eines Standards, bestehend aus Angiotensin II, Substanz P, ACTH-Fragment 1 - 17 und 
ACTH-Fragment 18 - 39 (Sigma) kalibriert. 
2.5.11 Bestimmung der Enzymaktivitäten Phenolhydroxylase  
Zur Bestimmung der Phenolhydroxylase-Aktivität wurde die Hydroxylierung von Catechol zu 
Phenol quantifiziert. Hierzu wurde das Enzym in phenolhaltigem Puffer (50 mM 
Kaliumphosphatpuffer pH 7,8; 1 mM Phenol) inkubiert. Durch die Zugabe von NADH bis zu 
einer Endkonzentration von 200 µM wurde die Reaktion gestartet. Nach definierten 
Zeitpunkten wurde aus dem Reaktionsansatz Proben entnommen, mit dem gleichen 
Volumen 0,1 M Phosphorsäure versetzt und für 5 min bei 95° C inkubiert. Anschließend 
wurden die Proben zur Abtrennung ausgefallener Proteine für 10 min bei 18000 U min-1 
zentrifugiert. Der Überstand wurde abgehoben und in HPLC-Vial überführt. Mit der HPLC 
wurde die Konzentration von Phenol und Catechol zu den verschiedenen Zeitpunkten der 
Probennahme bestimmt. Hierzu wurde eine Nucleosil C-18 Säule verwendet. Als Laufmittel 
diente ein Gemisch aus Acetonitril und 1 mM Phosphorsäure im Verhältnis 1:1. Die Flussrate 
betrug 0,4 mL min-1 und die Säulentemperatur lag bei 40° C.  
 
Neben der Phenolhydroxylase-Aktivität konnte für die aufgereinigte Phenolhydroxylase und 
für die kleine Untereinheit noch die NADH-Oxidase-Aktivtät bestimmt werden. Die Messung 
erfolgte als kinetische Methode und verfolgte die Absorptionsänderung bei 340 nm. Es wurde 
alle 5 s ein Wert ausgelesen, die Dauer der Messintervalle variierte bei verschiedenen 
Messansätzen. Zur Erfassung verschiedener Optima wurden pH-Werte, Temperatur und die 
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Phenolkonzentration variiert. Die Standardbedingungen für diese Messungen waren 50 mM 
Kaliumphosphatpuffer pH 7,8; 200 µM NADH und 1 mM Phenol in der Endkonzentration. 
Das Messvolumen betrug 1 mL. 
Catechol-2,3-Dioxygenase  
Zur Quantifizierung der Catechol-2,3-Dioxygenase-Aktivität im Enzymrohextrakt wurde die 
Zunahme an 2-Hydroxymuconsäure-semialdehyd (HMCS) als Produkt der katalysierten 
Reaktion erfasst. Durch fotometrische Messung bei 375 nm konnte mit dem molaren 
Extinktionskoeffizienten εM = 4,4·104·L·mol-1·cm-1 (BERTINI et al. 1994) die Konzentration des 
HMCS bestimmt werden. Die Enzymaktivität ist wie folgt definiert: Eine Unit entspricht der 
Menge an Protein, die ein µmol Produkt (HMCS) in einer Minute bei 55° C bildet.  
2.6 Sonstige Methoden 
2.6.1 Immobilisierung  
Zur Verwendung des Phenolhydroxylase-Komplexes in einem Biosensor war die 
Immobilisierung ein unerlässlicher Bestandteil. Der Komplex sollte auf möglichst schonende 
Weise immobilisiert werden. Aus diesem Grund wurden überwiegend Methoden zur 
Matrixeinhüllung verwendet.  
Acrylamidimmobilisate 
Bei den Acrylamidimmobilisaten wurden zwei verschiedene Methoden untersucht, zum einen 
wurde der Enzymkomplex direkt in die Matrix eingeschlossen, zum anderen wurde NTA-
Agarose in der Matrix immobilisiert, welche zuerst mit Nickel und anschließend mit dem 
Enzym beladen wurden. Der direkte Membraneinschluss erfolgte nach einem abgewandelten 
Verfahren von MOHAN et al. (2005). Hierzu wurden 2 mL 40%iger Acrylamidmix mit 2 mL 
gepufferter Enzymlösung variabler Konzentration gemischt. Durch die Zugabe von 40 µL 
10%iger Ammoniumperoxidsulfat-Lösung (APS) und 5 µL Tetramethylethylenediamin 
(TEMED) erfolgte die Radikalbildung mit anschließender Polymerisation. Die Lösung wurde 
zum Aushärten zwischen zwei Glasplatten mit einem Abstand von 0,75 mm fixiert. Nach ca. 
30 min konnte die auspolymerisierte Membran aus der Vorrichtung entnommen werden. Aus 
der Membran wurden Scheiben mit einem Durchmesser von 8 mm ausgestanzt, die bis zu 
ihrer Verwendung bei 4° C in Puffer gelagert wurden. Zur späteren Beladung der 
Immobilisate wurden diese wie oben beschrieben hergestellt. Anstelle der Enzymlösung 
wurde eine NTA-Agarose-Suspension (0,5 g mL-1) immobilisiert. Die scheibenförmigen 
Immobilisate wurden für 12 h in einer 0,2 M Nickelsulfatlösung inkubiert. Überschüssiges 
Nickelsulfat wurde durch Waschen mit A. dest entfernt. Die Membran wurde durch 
Inkubation in Enzymlösung (10 mg mL-1) für 4 h beladen.  
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Polyvinylalkohol (PVA)-Immobilisate 
Die Herstellung der PVA-Immobilisate erfolgte zum einen durch Kryogelierung nach einer 
Vorschrift von HISCHER et al. (2005). Die nach Vorschrift hergestellte PVA-Lösung wurde im 
Volumenverhältnis 1 zu 8 mit Enzymlösung (15 mg mL-1) versetzt. Die PVA-Enzym-Lösung 
wurde auf eine Metallscheibe (-30° C) in der gewünschten Dicke aufgetragen und für 2 h bei 
-20° C und anschließend für 15 h bei 4° C gelagert. Für den Biosensoreinsatz wurden wieder 
Scheiben mit einem Durchmesser von 8 mm ausgestanzt. Die Lagerung erfolgte für alle 
Immobilisate wie oben beschrieben. Zum anderen wurde der Phenolhydroxylase-Komplex in 
Lentikatstm der Firma Genialab (Braunschweig) immobilisiert. Die Herstellung der 
verwendeten Lösungen erfolgte nach Herstellerabgaben. Die Immobilisierung erfolgt durch 
die Zugabe von 500 µL Enzymlösung zu 2 mL Lentikatstm–PVA-Lösung. Nach dem Mischen 
wurden die Linsen durch eine Kanüle mit einer Spritze auf eine Petrischale aufgetropft. Die 
Linsen wurden solange getrocknet, bis noch 72 % des Ausgangsgewichtes vorhanden 
waren, anschließend wurden die Linsen mit einer Stabilisierungslösung überschichtet, für 6 h 
in dieser inkubiert und bei 4° C bis zu ihrer Verwendung gelagert.  
Alginat-Immobilisate 
Zur Herstellung der Alginat-Immobilisate wurde eine Petrischale mit 2%igem Calciumchlorid-
Agar befüllt. 3,5 mL einer 2,5%igen Alginat-Lösung wurden mit 0,5 mL einer enzymhaltigen 
Lösung  (variabler Konzentration) vermischt. Die enzymhaltige Alginat-Lösung wurde in der 
gewünschten Dicke auf der Calciumagar-Petrischale verteilt. Zum Aushärten wurde die 
Membran noch mit einer 2%igen Calciumchloridlösung überschichtet. Nach dem Aushärten 
wurden Scheiben mit einem Durchmesser von 8 mm ausgestanzt. Ein Teil der Membranen 
wurden mit einer Silikatschicht aus TMOS überzogen. Hierzu wurden die Membranen in 
einem 30 mL Greiner-Reaktionsgefäß mit Hexan überschichtet, durch die Zugabe von TMOS 
und Inkubation für 12 h bei 20 °C  wurde die Silikatschicht an der Grenzfläche gebildet (CHEN 
und WANG 1998). Beide Varianten der Alginat-Immobilisierung wurden für biosensorische 
Messungen verwendet.  
2.6.2 Biosensorische Messungen 
Die biosensorischen Messungen wurden mit der Fibox 3 (Presens, Regensburg) 
durchgeführt. Im Reaktionsgefäß wurde ein sauerstoffsensitiver Messspot (Abb. 6) 
eingeklebt. Das zu testende Phenolhydroxylase-Immobilisat wurde mit einem O-Ring und 
Abstandshalter auf  
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Abb. 6 Aufbau der biosensorischen Messzelle 
1) sauerstoffsensitive Folie, 2) Reaktiongefäß, 3) Temperierblock, 4) Glasfaserlichtleiter, 5) Fibox  
 
dem Sensorspot fixiert. Das Gesamtreaktionsvolumen betrug 8 mL, die Temperatur lag bei 
40° C, gemessen wurde in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,8. Für diverse Testansätze 
wurden neben der Phenol- und NADH-Konzentration auch die Pufferzusammensetzung, der 
pH–Wert und die Temperatur variiert.  
 32
Ergebnisse 
 
3 Ergebnisse  
3.1 Expression von phenoloxidierenden Enzymen aus 
G. stearothermophilus 
In diesem Versuchsteil sollten die phenoloxidierenden Enzyme nativ aus ihrem 
Ursprungsorganismus G. stearothermophilus gewonnen werden und im Hinblick auf eine 
mögliche biosensorische Anwendung untersucht werden. Eine teilweise Charakterisierung 
der nativen Phenolhydroxylase wurde bereits 1998 von METZGER et al. durchgeführt. 
3.1.1 Kultivierung von G. stearothermophilus 
Die Kultivierung von G. stearothermophilus verfolgte das Ziel einer möglichst hohen 
Zellausbeute bei gleichzeitig hoher Aktivität der für den Phenolkatabolismus verantwortlichen 
Enzyme. Diese wurden induktiv in Anwesenheit von Phenol gebildet. Zur Induktion wurde 
allen getesteten Medien Phenol in einer Konzentration von 5 mM zugesetzt. Die 
Phenolabnahme, die während der Kultivierung und dem unter Kap. 2.2.1 beschriebenen 
fotometrischen Test gemessen wurde, diente als Hinweis auf die Bildung phenolabbauender 
Enzyme. Abb. 7 zeigt die Wachstumskurven auf verschiedenen mit Glukose und Glyzerin 
supplementierten Medien im Schüttelkolben. Die Anlaufphase betrug bei allen Ansätzen ca. 
2 h. 
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Abb. 7 Wachstum von G. stearothermophilus DSM 6285 auf verschiedenen Medien 
Die Abbildung zeigt die optische Dichte im Verlauf der Kultivierung von G. stearothermophilus auf 
verschiedenen Medien P (DSM 458), LB und M (DSM M1) mit verschiedenen, zusätzlichen 
Kohlenstoffquellen Glukose  (Glu) und Glyzerin (Gly). 
Die Kulturen in den Medien, denen Glukose zugesetzt wurde, wuchsen gut an, stellten aber 
nach ca. 4 h das Wachstum ein. Die höchsten optischen Dichten wurden mit den 
glyzerinsupplementierten Medien erreicht. Die Kulturen mit höheren Hefeextrakt- (LB), bzw. 
Fleischextraktkonzentrationen und Pepton (M) zeigten deutlich höhere optische Dichten 
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gegenüber dem nährstoffarmen P-Medium. Tab. 13 zeigt die Ergebnisse der 
Wachstumsexperimente hinsichtlich der Zellausbeute, der Sporenbildung und der Aktivität 
phenolabbauender Enzyme. Die Verstoffwechselung von Phenol konnte nur bei 
unsupplementiertem P- und M-Medium beobachtet werden. Diese beiden Ansätze, sowie der 
Ansatz P Glyzerin, zeigten im Überstand des aufgeschlossenen Rohextraktes 
Phenolhydroxylase-Aktivität. In allen Kulturen, die Glukose enthielten, konnte neben einem 
geringeren Wachstum (Abb. 7) auch eine vermehrte Sporenbildung beobachtet werden.  
 
Tab. 13 Analyse der Wachstumsexperimente im Schüttelkolben in Bezug auf Trockensubstanz, 
Sporenbildung, Phenolverbrauch und Enzymbildung 
Ansatz 
Medium/Supplement 
Max. 
Phenolverbrauchsrate  
[mmol L-1 h-1] 
Ausbeute 
Phenolhydroxylase  
[mU L-1 h-1] 
TS [mg L-1] Sporenbildung
P 70 122 120 - 
P Glukose - -  20 +++ 
P Glyzerin - 25 300 - 
LB - - 660 - 
LB Glukose - - 150 +++ 
LB Glyzerin - - 710 ++ 
M 12 35 460 - 
M Glukose - - 30 +++ 
M Glyzerin - - 610 + 
- = keine Aktivität bzw. keine Sporen +-+++ = einige bis viele Sporen 
 
Die Vorversuche im Schüttelkolben-Maßstab ergaben, dass ein reiches Nährstoffangebot zu 
hohen Zellausbeuten führte und die Bildung der phenolabbauenden Enzyme vollständig 
unterdrückte. Im Gegensatz dazu zeigte ein geringes Nährstoffangebot ausreichende 
Ausbeuten bei der Phenolhydroxylase-Aktivität. Abweichend zeigten die Kulturen mit 
Glukose geringe optische Dichten und Trockengewichtsausbeuten. Aufgrund der geringen 
Zellausbeute lag die Gesamtmenge an produziertem Enzym auf einem unbefriedigend 
niedrigen Niveau. 
3.1.2 Produktion von phenoloxidierenden Enzymen aus 
G. stearothermophilus  
Durch weitere Versuche im Schüttelkolben-Maßstab konnte ermittelt werden, dass eine  
geringe Steigerung der Hefeextrakt- und Peptonkonzentration zu einer Erhöhung der 
Zellausbeute führte. Die Aktivität und Bildung der phenolabbauenden Enzyme blieb von der 
Erhöhung der Nährstoffmenge unbeeinflusst. Um größere Mengen nativer 
phenolabbauender Enzyme bereitzustellen, wurde G. stearothermophilus im 10-L-Maßstab 
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im Fermenter Biostad E der Firma Braun Biotech International (Melsungen) fermentiert. Die 
Abb. 8 zeigt einen typischen Fermentationsverlauf mit einer erhöhten 
Hefeextraktkonzentration von 2 g L-1 und 0,4 g L-1 Casein. 
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Abb. 8 Ansatzweise Fermentation von G. stearothermophilus im 10-L-Maßstab 
Die Abbildung zeigt die optische Dichte (OD550), Feuchtgewicht (FG) und die Phenolkonzentration im 
Verlauf einer ansatzweisen Fermentation von G. stearothermophilus. 
 
Nach einer zweistündigen Anlaufphase nahm die optische Dichte schnell zu. Die maximale 
Wachstumsrate betrug bei diesem Fermentationsverlauf 0,43 h-1. Im Verlauf der 
Fermentation wurde das gesamte zugesetzte Phenol verbraucht. Die maximale 
Phenolverbrauchsrate lag bei 2,66 mmol L-1 h-1. Nach 8 h Fermentationsdauer konnten aus 
einer 10-L-Fermentation ca. 40 g Zellen gewonnen werden, dies entsprach einem 
Trockengewicht von ca. 6,3 g. Als weiterer Parameter wurde die Bildung des 2-
Hydroxymuconsäure-Semialdehyds (HMCS) verfolgt, welcher als charakteristischer 
Metabolit des Metaabbauweges entstand. Die Konzentration des HMCS verhielt sich 
antiproportional zur Phenolkonzentration und erreichte nach 8 h einen Wert von 6,59 µM.  
3.1.3 Charakterisierung phenoloxidierender Enzyme aus 
G. stearothermophilus 
Die in Aliquots eingefrorenen Zellen wurden mit Ultraschallbehandlung und Lysozym 
aufgeschlossen. Der durch Zentrifugation von Zelltrümmern befreite Rohextrakt wurde für die 
weiteren Untersuchungen verwendet.  
Catechol-2,3-Dioxygenase  
Die native Catechol-2,3-Dioxygenase aus G. stearothermophilus BR 219 wurde in dieser 
Arbeit erstmals genauer charakterisiert. Die maximale Produktivität einer Fermentation 
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betrug  1,625  U  L-1 h-1, dies entsprach einer Gesamtmenge von 130 U. Die spezifische 
Aktivität betrug 46,43 mU mg-1. Das Temperaturoptimum lag unter den erwähnten 
Bedingungen bei 58° C. Bei der Bestimmung des pH-Optimums ergab sich ein optimaler 
Bereich zwischen pH 7 und pH 7,6. Auffallend war die geringe Stabilität der Catechol-2,3-
Dioxygenase, die Halbwertszeit lag in Lösung bei 1,5 min. Die Gefriertrocknung stellte keine 
Alternative zur Lagerung in Lösung dar, da diese in einem Aktivitätsverlust von 75 % 
(11,59  mU mg-1) resultierte. Der gefriergetrocknete Extrakt verlor bei Lagerung weiter an 
Aktivität, nach 24 Tagen verblieb eine Restaktivität von 11,8 % (5,491 mU mg-1) übrig. 
Aufgrund der geringen Stabilität der Catechol-2,3-Dioxygenase  wurde auf Versuche zur 
Aufreinigung verzichtet. Die Anwendung der Catechol-2,3-Dioxygenase in einem 
biosensorischen System erschien unter den gegebenen Voraussetzungen nicht als sinnvoll. 
Phenolhydroxylase 
Zur Charakterisierung der nativen Phenolhydroxylase lagen bereits Daten aus der Arbeit von 
METZGER et al. 1998 vor. In diesem Teil der vorliegenden Arbeit sollte nur die Produktivität 
sowie die spezifische Aktivität des durch Fermentation gewonnenen nativen Enzyms 
bestimmt werden. Unter den unter 3.1.2 beschriebenen Fermentationsbedingungen konnten 
ca. 35 U der Phenolhydroxylase gewonnen werden. Dies entsprach einer Produktivität von  
0,437 U L-1 h-1. Das gewonnene Enzympräparat hatte eine spezifische Aktivität von  
68 mU mg-1. Versuche zur weiteren Aufreinigung führten zu keiner verwertbaren Steigerung 
der spezifischen Aktivität. 
 
Für die biosensorische Anwendung war es äußerst wichtig, die Phenolhydroxylase mit hoher 
spezifischer Aktivität und ohne unerwünschte Nebenaktivitäten zu gewinnen. Dies war mit 
unserem nativ hergestellten Enzym nur bedingt möglich. Deshalb wurde die vorliegende 
Arbeit auf die rekombinante Herstellung der Phenolhydroxylase fokussiert. Die rekombinante 
Herstellung sollte neue Erkenntnisse bezüglich der Funktion, Organisation und Struktur der 
Phenolhydroxylase liefern. 
3.2 Organisation und Sequenzaufklärung des Phenol-Clusters von 
G. stearothermophilus 
Von KIM und ORIEL wurde das Gen Phe A, welches alleinig für die Phenolhydroxylase aus 
G. stearothermophilus codiert, erstmals 1995 beschrieben. Zur weiteren Aufklärung des 
Phenol-Clusters sollte die an das Gen Phe A angrenzende Sequenz genauer untersucht 
werden. Zu diesem Zweck sollten in der vorliegenden Arbeit unter der Annahme, dass die 
Gene des Phenolstoffwechsels in einem Cluster organisiert sind, die weiteren am 
Phenolabbau beteiligten Gene identifiziert werden. 
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3.2.1 Primerbasiertes DNA-Walking ausgehend von der bekannten Phe-
A-Sequenz 
Das DNA-Walking ermöglicht überwiegend bei Prokaryonten, ausgehend von einer 
bekannten DNA-Sequenz, die flankierenden Sequenzen zu amplifizieren, so dass diese 
anschließend in ausreichender Menge für Sequenzanalysen zur Verfügung stehen.  
 
Als Ausgangspunkt für die weiteren Sequenzanalysen wurde eine Restriktions-Bibliothek der 
genomischen DNA von G. stearothermophilus angelegt. Die zuvor mit CTAB und 
Phenol/Chloroform-Extraktion aufgereinigte genomische DNA wurde mit den folgenden 
Restriktionsenzymen verdaut: Eco RV, Pvu II, Dra I und Stu I. An die so erhaltenen DNA-
Bibliotheken wurden Adapterfragmente ligiert. Mit einem adapterspezifischen- (AP1) und 
einem sequenzspezifischen Primer (Zoid außen), der aus der bekannten Phe-A-Sequenz 
abgeleitet wurde, konnten durch eine „touchdown“ PCR verschiedene Genabschnitte aus 
den Bibliotheken amplifiziert werden. Um die Spezifität der PCR-Produkte zu erhöhen und 
unerwünschte Amplifikate zu minimieren, wurden die PCR-Produkte der ersten PCR als 
Matrize für eine zweite PCR eingesetzt. Diese wurde mit den weiter innenliegenden Primern  
(AP2, Zoid innen) unter den gleichen Bedingungen durchgeführt. Das in Abb. 9 Spur 1 
gezeigte Eco-RV-PCR-Produkt ergab eine ungefähre Größe von 3,1 kb, dieses war somit 
das Größte aus den Bibliotheken zu amplifizierende DNA-Fragment.  
 Abb. 9 Ergebnis des ersten Genome-Walking in 3`Richtung ausgehend von der bekannten Phe-A-
Sequenz    
Die Abbildung zeigt die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von amplifizierten DNA-Fragmenten, die in einem 
Agarosegel für 35 Minuten bei 100 V Spannung in 1 x TAE elektrophoretisch aufgetrennt wurden. Als 
Marker (M) wurden 2 µL Generuler™ 1 kb DNA Ladder eingesetzt. Die DNA stammte aus einer 
Amplifikation, die mit den Produkten aus der ersten PCR als Matrizen-DNA (Ergebnis nicht gezeigt) 
und den inneren Primern Zoid Innen und AP2 durchgeführt wurde (1: Eco RV; 2: PvuII; 3+4: DraI; 5: 
StuI). Als Positivkontrollen (pos) dienten PCR-Ansätze mit vorkonstruierten DNA-Banken, als 
Negativkontrollen (neg) dienten Ansätze ohne eingesetzte Template DNA.  
 
Um den auf Phe A folgenden DNA-Abschnitt möglichst umfangreich aufzuklären, wurde das 
3,1 kb Fragment sequenziert. Neben dem Eco-RV-PCR-Produkt konnte noch ein weiteres 
Fragment aus der Pvu-II-Bibliothek amplifiziert werde, welches eine Größe von ca. 1,4 kb 
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aufwies. Amplifizierte Fragmente aus der Dra I-Bibliothek wiesen eine Größe von ca. 1 kb für 
ein größeres und von ca. 0,2 kb für ein kleineres Fragment auf. Die Amplifikation der Stu I-
Bibliothek resultierte in einer Vielzahl von den DNA-Fragmenten, die auf dem Gel als DNA-
Schmier erschienen (Abb. 9 Spur 5). 
3.2.2 Sequenzanalyse des Eco-RV-Fragments  
Anhand der durchgeführten Sequenzanalyse konnte die genaue Länge des Fragments mit 
3068 bp bestimmt werden.  Die vollständige Sequenzierung zeigte ebenfalls, dass die 
kleineren PCR-Fragmente, welche aus den Bibliotheken von Pvu II und Dra I amplifiziert 
wurden, innerhalb des Eco-RV-PCR-Produktes enthalten waren. So konnten im Eco-RV-
Fragment die Schnittstellen für die obigen Restriktionsenzyme identifiziert werden. Eine 
Restriktionsanalyse des Eco-RV-Fragments unterstützt die Resultate. Innerhalb des 
sequenzierten Fragments konnten drei offene Leserahmen (ORFs) identifiziert werden. Die 
Sequenzen der Leserahmen wurden für softwarebasierte Datenbankvergleiche verwendet. 
Hierzu wurde die Nukleotidsequenz, die resultierende Aminosäuresequenz und auch 
funktionelle Bereiche herangezogen. Die Ergebnisse des Homologievergleiches sind in Abb. 
10 dargestellt. Hierbei wurden die ORFs nach den Genen benannt, die die höchste 
Übereinstimmung auf Proteinebene aufwiesen. 
 
Abb. 10 Sequenzanalyse des PCR-Produkts der Eco-RV-Bibliothek 
Die Abbildung zeigt die Anordnung der im Eco-RV-Fragment enthaltenen ORFs. Die amplifizierte 
Sequenz ist vom 5´-Ende zum 3`-Ende, unter Angabe der Restriktionsschnittstellen, die beim Genome-
Walking verwendet wurden, dargestellt.  
 
ORF 1 (Phe A2): 
Der erste ORF codiert für ein Protein mit einer Länge von 152 Aminosäuren. Dies entspricht 
einer Größe von 19,2 kDa. Das hypothetische Protein weist einen isoelektrischen Punkt von 
6,3 auf. Bei der Untersuchung funktioneller Bereiche konnte eine Flavin-Dehydrogenase-
Domäne gefunden werden. Enzyme mit derartigen Domänen katalysieren die Reduktion von 
 38
Ergebnisse 
Flavinen und gewährleisten bei vielen zweistufigen Hydroxylase-Reaktionen die 
Bereitstellung von Reduktionsäquivalenten. Die höchste Übereinstimmung konnte mit der 
kleinen Komponente der Phenolhydroxylase aus G. thermoglucosidasius  A7  (DUFFNER et 
al. 2000) ermittelt werden. Homologien mit weiteren Proteinen sind der Tab. 14 zu 
entnehmen.  
ORF 2 (Ferredoxin): 
Für das durch den ORF 2 codierte Protein, konnte eine Eisen-Schwefel-Bindestelle 
identifiziert werden. Weiterhin liegt eine hohe Übereinstimmung mit bekannten Ferredoxinen 
vor, z.B. Ferredoxin aus Pseudomonas stutzeri OX1 (CAFARO et al. 2002). Diese 
multifunktionalen Elektronenüberträger spielen in diversen Redoxsystemen eine Rolle, unter 
anderem beim Phenolkatabolismus von Comamonas testosteroni  (ARAI et al. 2000) und  
Pseudomonas sp. (JEONG et al. 2003). Somit konnte das Protein des ORF 2 mit 134 
Aminosäuren und einer Größe von 14,9 kDa als Ferredoxin identifiziert werden. Der 
theoretische isoelektrische Punkt liegt bei 8,9. Die genauen Ergebnisse der Recherche sind 
in der folgenden Tab. 14 dargestellt.  
ORF 3 (vermutlicher Regulator Phe R): 
Das von diesem ORF codierte Protein weist innerhalb des Eco-RV-Fragments keine 
Terminierung auf, deshalb können noch keine Angaben über die Größe des Proteins 
gemacht werden. Das Protein zeigte nur geringe Homologien zu bekannten Proteinen. Die 
prozentualen Angaben in der Tab. 14 beziehen sich auf die ersten 260 Aminosäuren und 
weisen auf eine Verwandtschaft mit einem regulatorischen Protein des Phenolstoffwechsels 
hin.  
 
Tab. 14 Homologien der ORFs 1-3 zu bekannten Enzymen/Proteinen auf Basis der Nukleotid- bzw. 
Aminosäuresequenz 
Homologie 
[%] 
Gen Protein Organismus Genbank 
Zugangsnr.
ORF 1     
62  Phe A2 Phenol 2-Hydroxylase Komponente B G. thermoglucosidasius A 7 AF140605 
61 bfI Flavin-Reduktase Bacillus sp. DSM 411 AB091771 
48 NimA  Naphtalin induzierbare Monooxygenase Rhodococcus sp. I24 AF452375 
44 Nph A2 4-Nitrophenolhydroxylase Komponente B  Rhodococcus sp. IPN1 Ab081773 
34 Sty B Styrol Monooxygenase Komponente 2 Pseudomonas fluorescens Z92524 
ORF 2 
    
64 PaaE Ferredoxin E. coli  X97452 
61 B1392 Vermutliche Oxidoredukase E. coli K 12 MG1655 AE00236 
43 Fdx Ferredoxin Pseudomonas stutzeri OX1 Aj496739 
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ORF 3 
    
37  PoxR Positiver Regulator im Phenolkatabolismus Ralstonia eutropha E2 AF026065 
37 MphR Regulator im Phenolkatabolismus Actinobacter calcoceticus A2  AJ564846 
34 Aphr Transkriptioneller Aktivator im 
Phenolkatabolismus 
Comamonas testosteroni TA 441 Aboo6480 
 
3.2.3 Primerbasiertes DNA-Walking ausgehend von der Sequenz des 
ermittelten Eco-RV-Fragments 
Um die weiteren am Phenolabbau beteiligten Gene in 3`-Richtung zu identifizieren, wurde 
ein zweites Genome-Walking durchgeführt. Für die erneute Amplifikation wurden die bereits 
beschriebenen, erstellten genomischen Restriktions-Bibliotheken genutzt. Die sequenz-
spezifischen Primer Walker 2 außen und Walker 2 innen wurden aus der Sequenzanalyse 
des Eco-RV-Fragments abgeleitet. Die Primer liegen in der Sequenz von Phe R. Die PCR 
wurde als „touchdown“ PCR durchgeführt. Das Produkt der ersten PCR mit den Primern 
Walker 2 außen und dem adapterspezifischen Primer AP1 wurde als Matrize für die zweite 
(nested) PCR mit den Primern Walker 2 außen und AP2 genutzt. Die Ergebnisse der PCR 
sind in  Abb. 11 dargestellt. 
 
Abb. 11 Ergebnis des zweiten Genome-Walking in 3`Richtung ausgehend von der zuvor ermittelten 
Sequenz des Eco-RV-Fragments 
Die Abbildung zeigt die EtBr-vermittelte Fluoreszenz von amplifizierten DNA-Fragmenten, die in einem 
Agarosegel für 35 Minuten bei 100 V Spannung in 1 x TAE elektrophoretisch aufgetrennt wurden. Als 
Marker (M) wurden 2 µL Generuler™ 1 kb DNA Ladder eingesetzt. Die DNA stammte aus einer 
Amplifikation, die mit den Produkten aus der ersten PCR als Matrizen-DNA (Ergebnis nicht gezeigt) 
und den inneren Primern Walker 2 innen und AP2 durchgeführt wurde (1: Eco RV; 2: PvuII; 3: DraI; 4: 
StuI). Als Positivkontrollen (pos) dienten PCR-Ansätze mit vorkonstruierten DNA-Banken, als 
Negativkontrollen (neg) dienten Ansätze ohne eingesetzte Template-DNA.  
 
Das größte zu amplifizierende Produkt entstand aus der Pvu II-Bibliothek. Die Spur 2 Abb. 
11 zeigt neben dem großen Fragment mit 2,3 kb noch ein weiteres kleines mit ca. 0,35 kb. 
Für eine anschließende Sequenzierung wurde das 2,3 kb Fragment isoliert und aufgereinigt. 
Aus der Dra I-Bibliothek konnte ein ca. 1 kb großes Fragment amplifiziert werden. In Spur 4 
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Abb. 11 konnten keine definierten PCR-Fragmente aus der Amplifikation der Stu I-Bibliothek 
nachgewiesen werden, stattdessen zeigte sich nur ein DNA-Film undefinierbarer Größe. 
3.2.4 Sequenzanalyse des Pvu-II-Fragments als Produkt des DNA-
Walking ausgehend von der ermittelten Eco-RV-Sequenz 
Durch die Sequenzierung konnte die Länge des Pvu-II-Fragments mit 2134 bp genau 
bestimmt werden. Die vorhandenen Schnittstellen zeigten, dass das Produkt aus der Dra I-
Bibliothek vollständig in dem Pvu-II-Fragment enthalten ist. Innerhalb des vollständig 
sequenzierten Fragments konnten zwei neue Leserahmen (ORF 4, ORF 5) identifiziert 
werden. Weiterhin konnte die  Position der Termination des dritten Leserahmens durch die 
Sequenzerweiterung ermittelt werden. Mit den Sequenzen der neuen ORFs wurden 
softwarebasierte Datenbankvergleiche angestellt. In der Abb. 12 sind die beiden neu 
identifizierten ORFs als Phe D und Phe E  dunkel dargestellt. Die Ergebnisse des ersten 
Genome-Walking sowie die durch KIM und ORIEL (1995) publizierte Ausgangssequenz (hell 
dargestellt) sind ebenfalls in der Abbildung enthalten. Insgesamt ergibt sich daraus ein 
Fragment mit einer Länge von 6875 bp, von denen im Rahmen dieser Arbeit 4775 bp neu 
ermittelt und identifiziert wurden.  
 
Abb. 12 Gesamtsequenz-Analyse des Pvu II-, Eco-RV-Fragments und der bekannten Sequenz von 
Phe A 
Die Abbildung zeigt die Anordnung der im Gesamtfragment enthalten ORFs. Die Sequenz ist vom 5´-
Ende zum 3`-Ende unter Angabe der Restriktionsschnittstellen, die beim Genome-Walking verwendet 
wurden, dargestellt.  
 
Die neu ermittelten ORFs 4 und 5 wurden nach den Proteinen mit der höchsten 
Übereinstimmung der Datenbankabgleiche benannt.  
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ORF 4 (Phe D): 
Phe D codiert für ein Protein aus 322 Aminosäuren mit einer Größe von 34,8 kDa  und einem  
theoretischen isoelektrischen Punkt von 6,2. Mit hoher Wahrscheinlichkeit handelt es sich bei 
diesem Enzym um eine 2-Hydroxypenta-2, 4-dienoat-Hydratase, die Doppelbindungen durch 
die Anlagerung von Wasser spaltet. Es gehört zur Gruppe der Lyasen und ist zu 
Decarboxylierungsreaktionen befähigt. Dieses Enzym ist weit verbreitet bei 
Mikroorganismen, die aromatische Substrate über den Metaabbauweg verstoffwechseln. Die 
hohe Übereinstimmung mit Proteinen aus den Datenbanken bezieht sich auf die letzten 270 
Aminosäuren. Die genauen Ergebnisse der Datenbankrecherche sind der Tab. 15 zu 
entnehmen. 
ORF 5 (Phe E) 
Bei dem Protein Phe E handelt es sich mit hoher Wahrscheinlichkeit um eine Acetaldehyd-
Dehydrogenase. Das zugehörige theoretische Protein besteht aus 280 Aminosäuren und hat 
eine Größe von ca. 30 kDa. Der hypothetische isoelektrische Punkt liegt bei 6,7. Die 
gefundene Übereinstimmung zu Organismen, die befähigt sind, aromatische Substrate 
abzubauen, und die Organisation des Gens im Phenolabbau-Cluster zeigt, dass das 
zugehörige Protein am Phenolabbau beteiligt ist. Es katalysiert die Bildung von Acetyl-CoA 
aus Acetaldehyd. Übereinstimmungen zu Acetaldehyd-Dehydrogenasen, die nicht am 
Phenolabbau beteiligt sind, konnten nicht gefunden werden. 
 
Tab. 15 Homologien der ORFs 4 und 5 zu bekannten Enzymen/Proteinen auf Basis der Nukleotid- bzw. 
Aminosäuresequenz 
Homologie 
[%] 
Gen Protein Organismus Genbank 
Zugangsnr. 
ORF 4     
73  Phe D 2-Hydroxypenta-2, 4-dienoat-Hydratase G. thermoglucosidasius A 7 AF140605.1 
71 Phe D  2-Hydroxypenta-2, 4-dienoat-Hydratase Bacillus  cereus  ATCC 10987 NP 978468 
67 BpXh3  2-Keto-2, 4-pentenoat-Hydratase Pseudomonas 
pseudoalcaligenes 
BAA12884 
ORF 5 
    
62 Phe E  Acetaldehyd-Dehydrogenase  G. thermoglucosidasius AF140605 
60 Phe E Acetaldehyd-Dehydrogenase Bacillus cereus  ATCC01987 NP 978468 
54 AcDH Acetaldehyd-Dehydrogenase Desulfitobacterium hafniense AAAW02000169
 
3.3 Rekombinante Herstellung des Phenolhydroxylase-Komplexes 
Ein Ziel dieser Arbeit war die rekombinante Herstellung des Phenolhydroxylase-Komplexes. 
Zu diesem Zweck wurden für die Proteine Phe A1, Phe A2 und für ein Tandemkonstrukt  aus 
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Phe A1 und Phe A2 Expressionsvektoren erstellt. Die mit diesen Konstrukten exprimierten 
Enzyme wurden auf Aktivität untersucht. 
3.3.1 Rekombinante Herstellung des Proteins Phe A1 
Klonierung und Expression 
Die für das Protein Phe A1 codierende Gensequenz wurde mit Hilfe der PCR Technik 
amplifiziert. Hierzu wurden verschiedene Primer genutzt, die unter Kap. 2.1.6 näher 
beschrieben sind. Durch die Primer wurden der amplifizierten Gensequenz Schnittstellen 
sowie die Sequenz für einen Hexa-Histidinrest (His6-tag) eingefügt. Der amplifizierte 
Genabschnitt (Konstrukt) wurde ebenso wie der Expressionsvektor (pTrc 99a) mit 
entsprechenden Restriktionsendonukleasen behandelt, aufgereinigt und in den Vektor ligiert. 
Im Falle des Phe A1-Proteins wurden vier verschiedene Konstrukte hergestellt, die sich in 
der Stellung des His6-tag unterschieden (Abb. 13). 
 
 
Abb. 13 Struktur der mit den Expressionsvektoren hergestellten Proteine 
Die Abbildung zeigt die unterschiedliche Stellung des His6-tag (H) bei der exprimierten großen 
Komponente der Phenolhydroxylase (Phe A1). 
 
Die verschiedenen Ansätze wurden gewählt, um zu testen, ob das Einfügen und die Stellung 
eines His6-tag Einfluss auf die Aktivität der Phenolhydroxylase hat. Die erfolgreich in den 
Expressionsvektor ligierten Konstrukte wurden zu Expressionszwecken in kompetente E. coli 
DH5α-Zellen transformiert (Ergebnisse nicht gezeigt). Alle Proteine konnten erfolgreich im 
Schüttelkolben-Maßstab exprimiert werden. Die Bildung der Zielproteine wurde durch 
Probennahme vor und zu verschiedenen Zeiten nach Induktion durch IPTG überwacht und in  
Abb. 14 am Beispiel des Phe A1 mit C-terminalem His6-tag gezeigt.   
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Abb. 14 Ergebnis eines SDS-PAGE mit Proben aus der Kultivierung DH5α Phe A1 Hisstop. 
Die Abbildung zeigt, neben Proteinmarker NOVEXtm See Blue (Spur M9), aufgetrennte  Proben, die vor 
der Induktion mit IPTG genommen (Spur 1) und Proben die 4 h (Spur 2) bzw. 6 h (Spur 3) nach 
Induktion genommen wurden.  
 
Auf dem gezeigten SDS-PAGE (Abb. 14) konnte deutlich die Bildung eines ca. 44 kDa 
großen Proteins nach Induktion in Form einer Bande nachgewiesen werden. Die Masse von 
44 kDa entspricht dem für die Phe A1-Komponente angegebenen Wert. Alle exprimierten 
Phe A1-Komponenten zeigten unabhängig von der Stellung des His6-tag die gleichen 
Ergebnisse im SDS-PAGE. Um die Aktivität und die Löslichkeit der Phe A1-Komponente zu 
untersuchen, wurde ein Pellet aus einer 30 mL Schüttelkultur durch Ultraschall 
aufgeschlossen. Mit dem Rohextrakt wurde der unter Kap. 2.5.11 beschriebene Aktivitätstest 
durchgeführt. Diese Ergebnisse sind in Tab. 16 aufgeführt. Mit dem Rohextrakt konnte 
erfolgreich die Oxidation von Phenol zu Catechol katalysiert werden. In Kontrollansätzen, die 
nur das Plasmid ohne Insert enthielten, konnte eine solche Aktivität nicht nachgewiesen 
werden.  
 
Tab. 16  Vergleich der spezifischen Aktivität der verschiedenen Phe A1 Komponenten 
Konstrukt/Position 
His6-tag 
Phe A1 Phe A1 C-terminal Phe A1 N-terminal Phe A1 C/N-
terminal 
Spez. Aktivität 
[mU mg-1] 
3,55 -- 6,22 -- 
- = keine Aktivität 
 
Im Falle der Phe A1-Komponenten, die ein C-terminales His6-tag trugen, konnte keine 
phenoloxidierende Aktivität nachgewiesen werden. Alle untersuchten Enzyme lagen in 
löslicher Form vor. Die fehlende Aktivität musste auf die Stellung des His6-tag 
zurückzuführen sein. Das am N-Termius mit einen His6-tag versehene Enzym Phe A1 wies 
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keine schlechtere Aktivität als das Phe A1 ohne His6-tag auf, deshalb wurde dieses aufgrund 
der besseren Aufreinigungsmöglichkeiten weiter verwendet. Abb. 15 zeigt die durch 
Sequenzierung und Übersetzung ermittelte Aminosäuresequenz des verwendeten 
Konstrukts. Die NADH-Oxidase-Aktivität konnte im Rohextrakt aufgrund starker 
Nebenaktivitäten nicht quantifiziert werden.  
 
  1  mefhhhhhhm eknkmlieek ldtaallaka eeigriaeee ageadrnacf sdrvaraike   
 61  agfhklmrpk qygglqvdlr tygeivrtva rysvaagwlt yfysmhevwa aylppkgree   
121  ifgqggllad vvapvgrvek dgdgyrlygq wnfcsgvlhs dwiglgamme lpdgnspeyc   
181  llvlpksdvq ivenwdtmgl rasgsngvlv egayvplhri fpagrvmahg kpvggdyden   
241  dpvyrmpfmp lfllgfplvs lggaerlvsl fqertekrir vfkggakekd saasqrllae   
301  mktelnameg iveqyirqle acqkegktvm ndmereqlfa wrgyvakasa niavrtlltl   
361  ggnsifkgdp velftrdlla vaahpnslwe damaaygrti fglpgdpvw 
  
Abb. 15 Aminosäuresequenz von Phe A1 mit N-terminalem His6-tag 
Die Sequenz für das His6-tag beginnt an Position 4, und das eigentliche Startcodon der 
Phenolhydroxylase ist an Position 10 zu finden. 
 
Das Konstrukt umfasste 1227 Basenpaare und bestand somit aus 409 Aminosäuren. Die 
ursprüngliche Sequenz der Phenolhydroxylase beginnt mit dem zweiten Startcodon an 
Position 10. Zur Aufreinigung und für weitere Untersuchungen musste eine größere Menge 
an Enzymen bereitgestellt werden, zu diesem Zweck wurde der Klon DH5α Phe A1 N-
terminal im 1,7-L-Maßstab unter Standardbedingungen fermentiert.  
Aufreinigung 
Der Rohextrakt wurde über eine Nickel-NTA-Matrix, an die Proteine mit His6-tag spezifisch 
binden, mit der FPLC aufgereinigt. Abb. 16 zeigt ein Chromatogramm der Aufreinigung. 
 
Abb. 16 Bestimmung der UV-Absorption von Proteinen während der Ni-NTA-Affinitätschromatographie 
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Abb. 16 zeigt die UV-Absorption von unerwünschten Proteinen, die geringe oder keine 
Wechselwirkung mit der Ni-NTA-Matrix eingehen (Peak 1). Mit erhöhter 
Imidazolkonzentration eluierte das Phe A1-Protein (Peak 2), welches mit einem His6-tag 
versehen war. Ein SDS-PAGE mit Proben aus dem Rohextrakt und dem aufgereinigten 
Präparat zeigte nach Aufreinigung eine deutliche Bande bei 44 kDa. Diese entsprach der 
Bande der großen Komponente der Phenolhydroxylase. Nach der Aufreinigung konnten im 
SDS-PAGE keine unerwünschten Fremdproteine mehr nachgewiesen werden  (Abb. 17). 
 
Abb. 17 SDS-PAGE der Aufreinigung der großen Komponente der Phenolhydroxylase (Phe A1) 
IMAC-Fraktion der Aufreinigung und Spur M den Größenmarker Precision Plus Proteintm Standard der 
Die Abbildung zeigt das Gel einer SDS-PAGE, Spur 1 enthielt Rohextrakt, Spur 2 eine Probe aus der 
Firma BioRad (München).   
 
Das aufgereinigte Protein zeigte im Aktivitätstest keine Aktivität mehr. Eine geringe 
Phenolabnahme konnte gemessen werden, aber es erfolgte keine Bildung von Catechol. Die 
NADH–Oxidase-Aktivität war im Gegensatz zum Rohextrakt nicht mehr vorhanden. Der 
Verlust der Aktivität durch die Aufreinigung und die Entdeckung einer potentiellen kleinen 
Komponente (Phe A2) durch das Genome-Walking (Kap. 3.2.2) führten zu der Vermutung, 
dass die Phenolhydroxylase funktionell aus zwei Komponenten bestehen musste. Die 
vorhandene Aktivität im Rohextrakt führte zu dem Schluss, dass im Expressionsstamm 
DH5α ein Protein vorhanden war, welches die Funktion der kleinen Komponente der 
Phenolhydroxylase (Phe A2) übernahm und bei der Aufreinigung abgetrennt wurde. Aus 
diesen Gründen wurde versucht, die kleine Komponente der Phenolhydroxylase (Phe A2) 
ebenfalls rekombinant herzustellen.  
Klonier
Anhand 
Amplifikation des Phe A2-Genabschnittes abgeleitet. Über die Primer wurden während der 
Expression der kleinen Komponente der Phenolhydroxylase (Phe A2) erfolgte wie unter 
3.3.2 Rekombinante Herstellung des Proteins Phe A2 
ung und Expression 
der durch das Genome-Walking ermittelten Sequenz wurden Primer zur 
Amplifikation in das Phe A2-Gen Schnittstellen und die Sequenz für ein His6-tag eingebracht. 
Das PCR-Produkt wurde isoliert und erfolgreich in den Vektor (pTrc 99a) ligiert. Die 
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Kap.3.3.1 für die große Komponente (Phe A1) beschrieben. Abb. 18 zeigt die Expression 
des Phe A2 Proteins mit C-terminalem His6-tag in einem Western-Blot mit anschließendem 
Anti-His6-Immunoassay.  
1          2  M
250 kDA
150 kDA
75 kDA
100 kDA
50 kDA
Phe A2 
 
Abb. 18 Western-Blot aus Proben während der  Expression der kleinen Komponente der 
Phenolhydroxylase (Phe A2) 
Die Abbildung zeigt die Membran des Western-Blots. Spur 1 enthielt Rohextrakt 4 h nach Induktion mit 
IPTG, Spur 2 eine Probe vor der Induktion,  Spur M den Größenmarker Precision Plus Protein  
Standard der Firma BioRad (München).   
 
Anhand der Western-Blot-Immunoassay-Analyse konnte deutlich die Bildung eines ca. 19 kD 
großen Proteins während der Induktionsphase festgestellt werden. Die Größe des Proteins 
korrelierte mit der theoreti
tm
schen Größe des nativen Phe A2 von 19,2 kDa ohne His6-tag. Der 
Nachweis im Blot mit einem Anti-His6-Peroxidase-Konjugat belegte, dass es sich bei dem 
gebildeten Protein um die Phe A2-Komponente mit C-terminalem His6-tag handelt. Die 
Sequenzierung des zugrundeliegenden Konstruktes pTrc Phe A2 His ergab nach 
Übersetzung die folgende Aminosäuresequenz mit einer Länge von 170 Aminosäuren (Abb. 
19). 
 
  1  mefvddrlfr nvmgtfatgv tvitteidgd ihgmtanafm svslhpklvl isigekakmr   
 61  erikksktya vsflaeeqke ismlfagqlk ekreaefdrl ngmpvikgai asltcnvvae   
121  yeagdhtlfi gevtdmrfqe eaeplifyqg kyrglkalke sipshhhhhh   
 
Abb. 19 Aminosäuresequenz des durch pTrc Phe A2 C-terminal codierten Proteins 
on der Phe A2-
sition 4.  
Sequenz en für die Sequenz der kleinen Komponente eine 
hohe Homologie mit der kleinen Komponente der Phenolhydroxylase aus 
Die Sequenz für das His6-tag erstreckt sich von 116-121, und das eigentliche  Startcod
Komponente befindet sich an Po
 
vergleiche mit Datenbanken ergab
G. thermoglucosidasius und einer Flavin-Reduktase, die in Bacillus-Arten verbreitet ist (siehe 
Kap. 3.2.2). Die Aufgabe der kleinen Komponente ist die Bereitstellung von 
Reduktionsäquivalenten für die große Komponente. Das rekombinant hergestellte Protein 
wurde auf seine Flavin-Reduktase-Aktivität getestet.  
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Aktivität und Aufreinigung 
Um größere Mengen des Proteins zu gewinnen, wurde der Klon DH5α pTrc Phe A2 C-
terminal im 1,7-L-Maßstab unter Standardbedingungen fermentiert (Ergebnisse nicht 
gezeigt). Bei spektralfotometrischen Untersuchungen zeigte die Phe A2-Komponente ein 
relatives Absorptionsmaximum bei 450 nm, dies deutete auf FAD bzw. reduziertes FAD als 
prosthetische Gruppe hin. Als quantifizierbarer Parameter wurde während des Aktivitätstests 
die Oxidation von NADH gemessen. Die von dem Enzym Phe A2 katalysierte Reaktion ist in 
Abb. 20 dargestellt.  
NADH
O2
2
Phe A2 
FADH2 H2O2
 NAD
FADH2/FAD
FAD
Abb. 20 Reaktion der kleinen Komponente der Phenolhydroxylase (Phe A2) 
 
Die kleine Komponente war in der Lage, die Reduktion von löslichem FAD zu katalysieren. 
Die Elektronen wurden vom NADH auf das an die kleine Komponente gebundene FAD 
übertragen, durch den reduzierten Phe A2-Komplex konnte durch Oxidation desselben freies 
tivität des Phe A2 wurde wie folgt quantifiziert: Ein Unit 
 der Aufreinigung des Phe A1 war. Abb. 21 zeigt Proben aus 
verschiedenen Phasen der Aufreinigung, die in einem SDS-PAGE aufgetrennt wurden. 
FAD reduziert werden. Die Ak
entspricht der Menge an Enzym, die ein µmol NADH in einer Minute oxidiert. Freies 
reduziertes FAD in Lösung führte zur Reduktion von gelöstem Sauerstoff zu 
Wasserstoffperoxid, so dass sich bei diesem Test keine Sättigung einstellte.  
 
Die mit einem His6-tag versehene Phe A2-Komponente wurde ebenfalls über eine Ni-NTA-
Matrix aufgereinigt (Kap. 3.3.1). Das Chromatogramm der Aufreinigung wird nicht gezeigt, da 
es identisch zu dem
 
Abb. 21  SDS-PAGE der Aufreinigung der kleinen Komponente der Phenolhydroxylase (Phe A2) 
Die Abbildung zeigt das Gel einer SDS-PAGE. Spur 1 enthielt Rohextrakt, Spur 2 eine Probe aus der 
IMAC-Fraktion der Aufreinigung und Spur M den Größenmarker Precision Plus Proteintm Standard der 
Firma BioRad (München).   
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Im Gegensatz zu den Ergebnissen des Western-Blots mit Immunoassay des His6-tag (Abb. 
urde, 
konnte ein pH Optimum von 6,5 und eine optimale Aktivität bei 35° C ermittelt werden. 
Aufgrund des unspezifischen Tests konnte die Steigerung der spezifischen Aktivität während 
der Aufreinigung nicht quantifiziert werden, da im Rohextrakt neben der Phe A2-Aktivität eine 
Vielzahl weiterer unspezifischer NADH-verbrauchender Oxidasereaktionen abliefen.  
3.3.3 Komplementierung der Phenolhydroxylase-Aktivität durch Phe A1 
und Phe A2 
Die separat hergestellten Komponenten Phe A1 und Phe A einem gemeinsamen 
Aktivitätstest eingesetzt, der die Befähigung zur Oxidation vom Phenol zum Catechol 
nachwei
der NADH-Oxidation auch die Messung der Phenol- und Catecholkonzentration mit der 
HPLC.  
 
18) zeigte die Phe A2-Komponente eine Größe von ca. 16 kDa. Durch die 
Affinitätschromatographie konnte das Phe A2 nahezu vollständig von unerwünschten 
Fremdproteinen befreit werden. Es konnte ein Enzympräparat mit einer spezifischen Aktivität 
von 0,61 U mg-1 hergestellt werden. Für das Phe A2, welches einzeln exprimiert w
2 wurden in 
sen sollte. In diesem Test erfolgte neben der spektralfotometrischen Quantifizierung 
NADH2
NAD
FADH2/FAD
FAD
FADH2
OH
O2 H2O
H OO2
 
Abb. 22  Reaktion des komplementierten Phenolhydroxylase-Komplexes bestehend aus Phe A1 und   
Phe A2 einzeln exprimiert  
 
Phe A2 Phe A1
OH
OH
2 2
Abb. 22 zeigt die Reaktionsgleichung des komplementierten Phenohydroxylase-Komplexes. 
Die Reduktionsäquivalente werden über gelöstes FAD von der Phe A2-Komponente auf die 
uivalente auf Sauerstoff übertragen werden. In Proben aus dem Reaktionsansatz, 
ie zu verschiedenen Zeitpunkten entnommen wurden, konnte eine Phenolabnahme bzw. 
die Zunahme von Catechol gemessen werden. Die Abb. 23 zeigt den Gehalt von Edukt und 
Produkt zu den Zeitpunkten 0, 2, 5 und 10 Minuten.  
Phe A1-Komponente übertragen. Die Phe A1-Komponente katalysiert wie bereits unter Kap. 
3.3.1 beschrieben die Oxidation von Phenol zu Catechol. Dies konnte in den 
Reaktionsansätzen erfolgreich nachgewiesen werden. Ein Teil des eingesetzten NADH steht 
der Reaktion nicht zur Verfügung, da durch die chemische Oxidation des reduzierten FAD 
Redoxäq
d
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0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Zeit [min]
 
Abb. 23 Oxidation von Phenol zu Catechol durch Phe A1 und Phe A2 
Der Reaktionsansatz enthielt 200 µM Phenol, 1 mM NADH2 , 2 µM FAD und Phe A1 und Phe A2 im 
Verhältnis von 1 zu 3. Der Ansatz wurde bei 55° C  und pH 7,6 inkubiert.  
 
Durch die Kombination beider Enzyme konnte maximal eine spezifische Aktivität von 
15 mU mg-1 erreicht werden. Zu beobachten war ebenfalls, dass nach 5 min kein weiterer 
Umsatz mehr erfolgte. Eine spektralfotometrische Untersuchung des Reaktionsansatzes 
ergab, dass die Oxidation des NADH mit einer vierf
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ach höheren Reaktionsgeschwindigkeit 
und vollständig ablief. Der Grund hierfür ist die Oxidation des gelösten reduzierten FAD. Dies 
erklärte, weshalb die Oxidation des Phenols nicht vollständig und mit einer relativ geringen 
Reaktionsgeschwindigkeit ablief. Die chemische Oxidation des reduzierten FAD verbrauchte 
nicht nur die bereitgestellten Redoxäquivalente, sondern führte auch zu einer 
Sauerstoffverarmung der Lösung. Aufgrund der geringen spezifischen Aktivität des 
komplementierten Phe A1-Phe A2-Komplexes und der unerwünschten Nebenreaktion 
wurden weitere Expressionsstrategien überlegt.  
3.3.4 Tandemexpression des Phenolhydroxylase-Komplexes 
Mit Hilfe der Tandemexpression sollte untersucht werden, ob die gleichzeitige Expression 
beider Enzyme in einem System zu höheren Ausbeuten und einer Verbesserung der 
spezifischen Aktivität führte.  
Klonier
Zur Erst he A1 bis zum Phe A2 
inklusive des intergenerischen Abschnitts mit der PCR Technik amplifiziert. Durch die Primer 
ung und Expression 
ellung der Tandemkonstrukte wurde der Genabschnitt vom P
wurden der amplifizierten Gensequenz Schnittstellen sowie die Sequenz für einen bzw. zwei 
Hexa-Histidinreste (His6-tag) eingefügt. Die PCR-Produkte wurden mit Restriktions-
endonukleasen behandelt, in den entsprechend behandelten Vektor pTrc 99a ligiert und 
anschließend in E. coli DH5α transformiert. Es wurden zwei verschiedene Konstrukte erstellt. 
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Bei dem ersten Konstrukt (pTrc Phe A1 His Phe A2 His) besaßen beide Komponenten ein 
His6-tag, bei dem zweiten  (pTrc Phe A1 His Phe A2) war nur die Phe A1-Komponente mit 
einem His6-tag versehen. Durch die beiden Ansätze sollte untersucht werden, ob die 
Komponenten neben der Wechselwirkung auch eine feste Bindung eingehen, die bei der 
Aufreinigung erhalten bleibt. Die Expression erfolgte im Schüttelkolbenmaßstab wie unter 
Kap. 3.3.1 erstmals beschrieben. Abb. 24 zeigt einen Western-Blot mit Anti-His6-
Immunoassay. Die entsprechenden Proben stammen aus der Kultivierung des Klons DH5α 
TG gezogen. 
de des Phe A2, die als distinkte Bande erscheint. Das Phe A2 
erschien aufgrund des C-terminalen His6-tag als distinkte Bande, da in diesem Fall nur 
ein His -tag besaßen und im Immunoassay erschienen. Im 
Falle der Phe A1-Komponente, die mit einem N-terminalen His -tag versehen war, wurden 
auch nicht vollständig translatierte Proteine im Immunoassay sichtbar gemacht. Beide 
erfolgreich exprimierten Komponenten konnten aufgrund des nachgewiesenen His -tag über 
die Ni-NTA-Affinitätschromatographie aufgereinigt werden. 
pTrc Phe A1 His Phe A2 His und wurden vor und 4 h nach der Induktion mit IP
In Abb. 24 sind nach dem Immunoassay deutlich zwei Banden für die mit einem His6-tag 
versehenen Phe A1- und Phe A2-Komponenten zu erkennen. Die obere Bande des Phe A1 
ist deutlich breiter als die Ban
vollständig translatierte Proteine 6
6
6
 
Abb. 24 Western-Blot mit His6-Immunoassay der Phe A1- und Phe A2-Komponenten aus der 
Tandemexpression 
Die Abbildung zeigt die Membran eines Western-Blots. Spur 1 enthielt Rohextrakt vor Induktion mit 
IPTG, Spur 2 eine Probe 4 h nach Induktion, Spur M den Größenmarker Precision Plus Protein  
Standard der Firma BioRad (München).  
tm
 
 
Die Sequenzierung des zugrunde liegenden Konstruktes ergab nach Übersetzung die 
folgenden Aminosäuresequenzen (Abb. 25). Die Phe A1-Komponente bestand bei dieser 
Expressionsstrategie aus 409 Aminosäuren und die Phe A2-Komponente aus 170 
Aminosäuren. 
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A 
  1  mefhhhhhhm eknkmlieek ldtaallaka eeigriaeee ageadrnacf sdrvaraike   
 61  agfhklmrpk qygglqvdlr tygeivrtva rysvaagwlt yfysmhevwa aylppkgree   
121  ifgqggllad vvapvgrvek dgdgyrlygq wnfcsgvlhs dwiglgamme lpdgnspeyc   
181  llvlpksdvq ivenwdtmgl rasgsngvlv egayvplhri fpagrvmahg kpvggdyden   
241  dpvyrmpfmp lfllgfplvs lggaerlvsl fqertekrir vfkggakekd saasqrllae   
301  mktelnameg iveqyirqle acqkegktvm ndmereqlfa wrgyvakasa niavrtlltl   
361  ggnsifkgdp velftrdlla vaahpnslwe damaaygrti fglpgdpvw 
 
B 
  1  vddrlfrnvm gtfatgvtvi tteidgdihg mtanafmsvs lhpklvlisi gekakmreri   
 61  kksktyavsf laeeqkeism lfagqlkekr eaefdrlngm pvikgaiasl tcnvvaeyea   
121  gdhtlfigev tdmrfqeeae plifyqgkyr glkalkesip shhhhhh 
 
Abb. 25 Aminosäuresequenz der durch pTrc Phe A1 His Phe A2 His codierten Prot ne 
ie Position 
 mit ihrem 
n.  
Auf die nz für das pTrc Phe A1 His Phe A2 Konstrukt 
wurde an dieser Stelle verzichtet, da die Sequenz bis auf das nicht vorhandene His6-tag der 
expression (Abb. 19) mit der aus der Tandemexpression (Abb. 25) zeigte, 
dass die vorhandene Aminosäuresequenz vollkommen identisch war. Der einzige 
Unterschied bestand in der Länge der translatierten Komponenten, da bei dem Konstrukt 
pTrc Phe A2 His in der Multicloning-Site bereits ein Startcodon vorhanden war, wurde die 
Eco-RI-Schnittstelle und das eigentliche Startcodon des Gens Phe A2 auch translatiert. Dies 
führte dazu, dass die Phe A2-Komponente um die besagten drei Aminosäuren länger war. 
Für die Phe A1-Komponente konnten keine Sequenzunterschiede zwischen Einzel- und 
Tandemexpression festgestellt werden. Nur gegenüber der Originalsequenz von KIM und 
ORIEL (1995) wurde an Position 264 Asparaginsäure gegen Alanin bei beiden 
Expressionsstrategien ausgetauscht. 
Aktivität und Aufreinigung 
Um eine
His Phe A2 His und DH5α pTrc Phe A1 His Phe A2 im 1,7-L-Maßstab unter Standard-
bedingungen fermentiert (Ergebnisse nicht gezeigt). Zur Analyse wurden Aliquots aus der 
Fermentation aufgeschlossen und der Rohextrakt anschließend mit der Ni-NTA-
Affinitätschromatographie aufgereinigt. Abb. 26 zeigt ein SDS-PAGE mit Proben aus der 
Aufreinigung des DH5α pTrc Phe A1 His Phe A2 His Klons. 
ei
zeigt die Sequenz der Phe A1 Komponente , B) die Sequenz der kleinen Komponente. D
des His6-tag ist identisch zur Einzelexpression, nur die Phe A2-Komponente beginnt
eigentlichen Startcodo
 
Darstellung der Aminosäureseque
Phe A2-Komponente identisch war. Der intergenerische Abschnitt, der die Bacillus-
Ribosomenbindestelle zur Translation der Phe A2-Komponente enthält, ist ebenfalls nicht 
dargestellt. Ein Vergleich der postulierten Aminosäuresequenzen der Phe A2-Komponente 
aus der Einzel
 größere Menge des Proteins zu gewinnen, wurden die Klone DH5α pTrc Phe A1 
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Abb. 26 SDS-PAGE der Aufreinigung beider Komponenten der Phenolhydroxylase aus der 
Tandemexpression des Klons DH5α pTrc Phe A1 His Phe A2 His 
einer SDS-PAGE. Spur 1 enthielt Rohextrakt, Spur 2 eine Probe aus der 
den Größenmarker Precision Plus Protein  Standard der Firma BioRad (München).   
Beide Zielproteine konnten mit der Ni-NTA-Affinitätschromatographie von Fremdproteinen 
befreit werden. Die beiden folgenden Aufreinigungsschritte dienten der Entfernung von 
Imidazol, Salzen und zur Konzentrierung des Extraktes. Die Phe A1-Komponente zeigte bei 
lexpression von ca. 44 kDa. Die 
Phe A2-Komponente erschien im SDS-PAGE mit einer Größe von unter 20 kDA, dies 
entsprach dem Ergebnis der Einzelexpression (s. Abb. 17). Die Phe A1-Komponente zeigte 
wie im Western-Blot mit Immunoassay (s. Abb. 24) gegenüber der Phe A2-Komponente eine 
breite Bande. Für den Klon DH5α pTrc Phe A1 His Phe A2 konnte in der IMAC-Fraktion die 
Phe A2-Komponente nicht mehr nachgewiesen werden (Abb. 27). Im Falle einer festen 
Bindung beider Komponenten untereinander, hätten diese über das His6-tag der Phe A1-
Komponente möglicherweise aufgereinigt werden können. Im vorliegenden SDS-PAGE 
hätten beide Komponenten, aufgrund der denaturienden Bedingungen, getrennt vorliegen 
müssen. Deutlich war nur die 44 kDa Bande der Phe A1-Komponente zu erkennen.  
Die Abbildung zeigt das Gel 
IMAC-Fraktion der Aufreinigung, Spur 3 eine Probe der Entsalzung, Spur 4 das Ultrafiltrat und Spur M 
tm
 
der Tandemexpression die gleiche Größe wie bei der Einze
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Abb. 27 SDS-PAGE zum Versuch der Aufreinigung  beider Komponenten der Phenolhydroxylase aus 
der Tandemexpression des Klons DH5α pTrc Phe A1 His Phe A2 
Die Abbildung zeigt das Gel einer SDS-PAGE. Spur 1 enthielt Rohextrakt, Spur 2 den Durchfluss der 
IMAC-Fraktion der Aufreinigung, Spur 3 eine Probe aus der IMAC-Fraktion der Aufreinigung und Spur 
M den Größenmarker Precision Plus Proteintm Standard der Firma BioRad (München).   
 
In beiden Rohextrakten konnte die Oxidation von Phenol zu Catechol durch den 
Phenolhydroxylase-Komplex nachgewiesen werden. Die spezifische Aktivität betrug für den 
Klon DH5α pTrc Phe A1 His Phe A2 His im Rohextrakt 10,2 mU mg-1. Durch Aufreinigung 
konnte die spezifische Aktivität in der IMAC-Fraktion um das nahezu 17fache auf 
167,5 mU A1 His Phe A2 resultierte 
der Vers
vorhand Rohextrakt 
war mit 9,7 mU mg –1 nahezu identisch mit der des Klons DH5α pTrc Phe A1 His Phe A2 His. 
 mg-1 gesteigert werden. Für den Klon DH5α pTrc Phe 
uch der Aufreinigung in einem totalen Aktivitätsverlust, dies war auf die nicht mehr 
ene Phe A2-Komponente zurückzuführen. Die spezifische Aktivität im 
 
Bei dem tandemexprimierten Phenolhydroxylase-Komplex konnte auf die Zugabe von 
löslichem FAD verzichtet werden. Ein direkter Übergang der Redoxäquivalente von der 
reduzierten Phe A2-Komponente auf die Phe A1-Komponente und anschließend auf Phenol 
bzw. Sauerstoff, wie in Abb. 28 dargestellt, war möglich.  
NADH
Phe A2 Phe A1
OH
OH
2
NAD
FADH2/FAD
OH
O2 H2O  
Abb. 28 Reaktion des tandemexprimierten Phenolhydroxylase-Komplexes ohne Zugabe von löslichem 
FAD 
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3.4 Expressionsoptimierung des Phenolhydroxylase-Komplexes 
im Erlenmeyerkolben 
Die Komponenten der Phenolhydroxylase wurden in dieser Arbeit erstmals rekombinant 
exprimiert. Um die Ausbeute an aktiven Enzymen zu steigern, wurde durch Variation der 
Parameter Expressionstemperatur, -dauer und Medienzusammensetzung versucht, die 
optimalen Bedingungen der Expression zu ermitteln. Die Kultivierung erfolgte im 50-mL-
b
Komponenten und für das Tandemkonstrukt (Phe A1 His, Phe A2 His) durchgeführt. Die mit 
Bei de se waren die erreichten Zelldichten deutlich niedriger. 
Bei den ungepufferten Medien LB und M9 mit Glukosezusatz kam es zu einer Verschiebung 
des pH-Wertes in den saueren Bereich und die Bildung von Acetat konnte nachgewiesen 
werden. Aufgrund der Ergebnisse wurde die Expressionsoptimierung mit den Medien, die 
Glyzerin in zweiprozentiger Endkonzentration enthielten, durchgeführt.  
uktionsmittels IPTG 
nd die volumetrischen und 
 Aktivität. Ein hoher Nährstoffgehalt hatte einen negativen Einfluss auf 
die spezifische Aktivität, wie der Unterschied der Expression auf den drei Medien zeigt. Für 
aus der Variation der 
Induktionsdauer ableiten. Neben der Dauer der Induktion hatte die Temperatur während der 
Induktionsphase einen Einfluss auf die resultierenden Aktivitäten. Hierzu wurden parallele 
Ansätze bei 37° C inkubiert. Nach dem Induktionsstart, durch die Zugabe von IPTG, erfolgte 
eine sechsstündige Inkubation bei verschiedenen Temperaturen. Anschließend wurden die 
Aktivitäten im Rohextrakt nach Zellaufschluss bestimmt.  
Maßsta . Die Optimierung wurde für die einzeln exprimierten Phe A1 His-, Phe A2 His-
Glyzerin supplementierten Medien erreichten die höchsten Zelldichten und Wachstumsraten. 
r Supplementierung mit Gluko
3.4.1 Optimierung der Expression von Phe A1 His 
Zur Expressionsoptimierung wurde der Vektor pTrc Phe A1 His verwendet. Als 
Expressionsstamm diente E. coli DH5α, der zuvor mit dem entsprechenden Vektor 
transformiert wurde.  
Variation der Induktionsdauer und Induktionstemperatur 
Um den Einfluss der Induktionsdauer zu testen, wurden die Kultivierungsansätze bei 37° C 
kultiviert und zu verschiedenen Zeitpunkten nach Zugabe des Ind
geerntet. Anschließend erfolgte der Aufschluss der Zellen u
spezifischen Aktivitäten wurden im Rohextrakt bestimmt. Abb. 29 zeigt die Ergebnisse der 
Aktivitätsbestimmung. Eine kurze Expressionsphase führte bei allen drei Medien zur 
höchsten spezifischen
die Volumetrische Aktivität ließ sich kein eindeutiger Trend 
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M9 28°C 6h
M9 30°C 6h
M9 34°C 6h
M9 37°C 6h
M9 37°C 8h
M9 37°C 10h
LB 28°C 6h
LB 30°C 6h
LB 34°C 6h
LB 37°C 4h
LB 37°C 6h
LB 37°C 8h
TFB 28°C 6h
TFB 30°C 6h
TFB 34°C 6h
0,0 1,0 2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0 8,0
Aktivität [mU mL-1] ; [mU mg-1]
 vol. Aktivität  spez. Aktivität
 
TFB 37°C 4h
TFB 37°C 6h
TFB 37°C  8h
Abb. 29 Aktivitäten der Phe A1-Komponente bei variabler Induktionsdauer und Expressionstemperatur 
 
Die höchste spezifische Aktivität wurde mit geringen Induktionstemperaturen erreicht. Bei 
 
spezifischen Aktivität beobachtet werden. Gegenüber den Versuchen zur Variation der 
3.4.2 Optimierung der Expression von Phe A2 His 
Expressionsstamm DH5α wurde mit dem Konstrukt (pTrc Phe A2 His) transformiert. Im 
2-Komponente die Flavin-
mit jeweils 
nd volumetrische Aktivität 
allen drei Medien konnte durch Erhöhung der Induktionstemperatur ein Absinken der
Induktionsdauer (Abb. 29) wurde die höchste spezifische Aktivität mit LB-Medium erreicht. 
Für die volumetrische Aktivität ließ sich keine  eindeutige Beziehung feststellen.  
Die Expression der Phe A2 His-Komponente erfolgte ebenfalls mit dem pTrc-Vektor. Der 
Gegensatz zur Phe A1-Komponente konnte bei der Phe A
Reduktase-Aktivität im aufgereinigten Zustand bestimmt werden. Nach Zellernte und 
Aufschluss wurde das Enzym über eine Gravitations-Ni-NTA-Säule aufgereinigt.  
Variation der Induktionsdauer und Induktionstemperatur 
Für die Phe A2-Komponente wurden die gleichen Variationsparameter wie für die Phe A1-
Komponente ausgewählt. Es wurden ebenfalls die Medien LB, TFB und M9 
2%igem Glyzerinzusatz verwendet. In Abb. 30 ist die spezifische u
in Abhängigkeit von den Variationsparametern dargestellt. Im Gegensatz zur Phe A1-
Komponente wurde die höchste volumetrische Aktivität bei einem hohen Nährstoffangebot 
(TFB Medium), hohen Induktionstemperaturen (37° C) und einer Induktionsdauer von 8 h 
erreicht. Die spezifische Aktivität jedoch war bei niedrigen Temperaturen und kurzer 
Induktionsdauer deutlich höher. 
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M9 28°C 6h
M9 30°C 6h
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TFB 37°C 4h
TFB 37°C 6h
TFB 40°C 6h
Abb. 30 Flavin-Reduktase-Aktivitäten der Phe A2-Komponente in Abhängigkeit von den 
Expressionsbedingungen 
 
Die erzielten Aktivitäten für die Flavin-Reduktase, die die Redoxäquivalente für die Oxidation 
des Phen omponente bereitstellt, waren unter optimalen Bedingungen 
um das 500fache höher. Somit konnte ausgeschlossen werden, dass bei der 
3.4.3 Optimierung der Expression von Phe A1 His und Phe A2 His 
Aus den unterschiedlichen optimalen Bedingungen der Einzelexpression der 
Phenolhydroxylase Komponenten (Kap. 3.4.1, 3.4.2) ließ sich als Kompromiss nur eine 
ing mit 
ols durch die Phe A1-K
Komplementierung beider Enzyme (Kap. 3.3.3) die Reduktionsäquivalente durch die Phe A2-
Komponente nicht in ausreichender Menge bereitgestellt werden konnte. Bei der 
Komplementierung der Phe A1- und Phe A2-Komponenten, die unter optimalen 
Bedingungen exprimiert wurden, konnte keine Steigerung der Aktivität gegenüber der 
Komplementierung, der nicht unter optimalen Bedingungen exprimierten Komponenten (Kap. 
3.3.3), festgestellt werden. Die bereits deutlich höhere erzielte Aktivität durch gleichzeitige 
Expression beider Komponenten als Tandemkonstrukt, machte ebenfalls die Optimierung 
der Tandemexpression notwendig.  
mittlere Expressionsdauer von 6 h ableiten. Zur Optimierung wurde ein Screen
variablen Induktionstemperaturen und den verschiedenen mit 1,5 % Glyzerin 
supplementierten Medien durchgeführt. Zur Expression wurde der Vektor pTrc Phe A1 His 
Phe A2 His verwendet. Um die Qualität der Expression zu beurteilen, wurde die 
Phenolhydroxylase-Aktivität, nach Aufschluss und Aufreinigung, aus den verschiedenen 
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Expressionsansätzen bestimmt. Die Ergebnisse für die Variation der Medien und der 
Induktionstemperaturen sind in Abb. 31 dargestellt.  
TFB 37°C 6h
M9 28°C 6h
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M9 34°C 6h
M9 37°C 6h
LB 28°C 6h
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Abb. 31 Phenolhydroxylase-Aktivität nach Tandemexpression der Phe A1 His- und Phe A2 His-
Komponenten in Abhängigkeit von Medium und Induktionstemperatur 
 
Eine nie führte zu höchsten 
spezifischen Aktivitäten der Enzyme auf LB Medium. Die volumetrische Aktivität war bei 
ion des Phenolhydroxylase-Komplexes im Fermenter 
Aufgrund der Ergebnisse der Wachstumsexperimente im Kleinkulturmaßstab (Kap. 3.4) 
drige Temperatur (28° C) während der Induktionsphase 
hohen Induktionstemperaturen und nährstoffreichen Medien am höchsten (TFB 37° C 
43 mU mL-1). Die höchste spezifische Aktivität, die für die Phenolhydroxylase während der 
Untersuchungen erreicht werden konnte, lag bei 10 mU mg-1 und wurde bei Expression auf 
LB-Medium mit 1,5 % Glyzerinzusatz, einer Temperatur von 28° C und einer Induktionsdauer 
von 6 h erreicht.  
3.5 Produkt
sollte die Produktion im 5-L-Maßstab optimiert werden, um große Mengen an aktivem Enzym 
bereitzustellen. Für diese Experimente wurde nur das Konstrukt pTrc Phe A1 His Phe A2 His  
verwendet, da durch die Einzelexpression der beiden Enzyme keine zufriedenstellende 
Gesamtaktivität erzielt werden konnte. Im Gegensatz zu den ansatzweisen Verfahren der 
Kultivierung im Kleinkulturmaßstab, wurde bei den Fermentationen auch im Zulaufverfahren 
gearbeitet.  
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3.5.1 Ansatzweise Fermentationen 
Für die Fermentationen wurde LB-Medium, M9-Medium mit 1,5 % Glyzerinzusatz und LB-
Medium mit 1,5 % Glyzerinzusatz verwendet. Im Folgenden werden die Ergebnisse der 
Fermentationen sowie der Aufreinigung der Enzyme gezeigt. 
Ansatzweise Fermentation in LB-Medium 
Abb. 32 zeigt den Fermentationsverlauf von E. coli DH5α mit dem Konstrukt pTrc Phe A1 His 
Phe A2 His. Die Kultivierung erfolgte mit LB-Medium. Über die Rührerdrehzahl wurde die 
Sauerstoffsättigung bei 30 % Luftsättigung eingestellt.  
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Abb. 32 Ansatzweise Fermentation von E. coli DH5α pTrc Phe A1 His Phe A2 His in LB-Medium mit 
1,5 % Glycerinzusatz.  
 
Die Abbildung zeigt die optische Dichte (OD550), Feuchtgewicht (FG), die Rührerdrehzahl und 
die Luftsauerstoffsättigung im Verlauf einer ansatzweisen Fermentation von E. coli DH5α 
pTrc Phe A1 His Phe A2 His. Die Temperatur während der Wachstumsphase betrug 37° C, 
zur Induktion wurde die Temperatur auf 28° C herabgesetzt. Die Induktion erfolgte mit 0,5 
mM Imidazol für 4 h. Die Zellausbeute der gesamten Fermentation betrug 31,14 g 
Feuchtgewicht, dies entsprach einem Trockengewicht von 4,74 g. Die maximale 
Wachstumsrate betrug 0,39 h-1. Die höchste optische Dichte im Lauf der Fermentation war 
5,6. Um den pH-Wert bei 7,4 zu halten, wurden im Laufe der Fermentation 2,75 mL 
12,5%ige Ammoniaklösung verbraucht. Trotz der verminderten Inkubationstemperatur von 
28° C, war weiteres Wachstum während der Induktionsphase zu beobachten. Nach ca. 6 h 
stieg der Sauerstoffpartialdruck trotz sinkender Rührerdrehzahl an, dies war vermutlich auf 
die nicht mehr ausreichende Nährstoffversorgung zurückzuführen. 
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Aufreinigung  
Die Aufreinigung wurde wie unter Kap. 2.5.1 durchgeführt. Die dargestellte Aufreinigung 
wurde mit einem Pellet aus obiger Fermentation durchgeführt, dessen Feuchtgewicht 4,21 g 
betrug. Zur Konzentrierung wurde als letzter Aufreinigungsschritt eine Ultrafiltration mit einer 
PVDF-Membranzelle durchgeführt. Die Ausschlussgröße war 10 kDa. Die Tab. 17 beschreibt 
die Bilanzierung der Aufreinigung.   
 
Tab. 17 Bilanzierung der Aufarbeitung von Phe A1 His und Phe A2 His aus einer Fermentation in LB-
Medium 
Fraktion Volumen 
[mL] 
Proteingehalt
[mg ml-1] 
Vol. 
Aktivität 
[U mL-1] 
Spez. 
Aktivität 
[U mg-1] 
Ausbeute 
[%] 
Anreicherung
[-fach] 
Rohextrakt 9,5 71,79 7,87 0,11 100,00 1,00 
IMAC-
Fraktion 20,00 4,19 0,98 0,22 26,12 2,00 
Retentat 
Ultrafiltration 6,00 10,30 5,48 0,53 43,98 4,82 
 
Aus der obigen Fermentation konnten 558,5 U Phenolhydroxylase gewonnen werden. Nach 
der Aufreinigung standen noch 245,6 U zur Verfügung. Die volumetrische Produktivität in 
Bezug auf die Phenolhydroxylase betrug 18,61 U h-1 L-1. Das gewonnene Enzympräparat 
hatte eine spezifische Aktivität von 0,53 U mg-1. 
Ansatzweise Fermentation in LB-Medium mit 1,5 % Glyzerinzusatz 
Für die Kultivierung wurde dem LB-Medium Glyzerin in einer Endkonzentration von 1,5 % 
zugesetzt. Die übrigen Parameter entsprachen der Kultivierung in LB-Medium. Aufgrund des 
höheren Nährstoffangebotes wurde zu einem späteren Zeitpunkt induziert. Die Abb. 33 zeigt 
den Verlauf der Fermentation. Das erzielte Feuchtgewicht betrug 80,03 g bzw. 18,25 g 
Trockengewicht. Die maximale Wachstumsrate lag bei 0,44 h-1. Für die Steuerung des pH-
Wertes wurden 1,55 mL 12,5%ige Ammoniaklösung benötigt. Die maximal erreichte optische 
Dichte lag bei 12,7. Bis zur Beendigung der Fermentation war kein Anstieg des 
Sauerstoffpartialdrucks bzw. Rückgang der Rührerdrehzahl zu beobachten, was auf eine 
ausreichende Versorgung mit Sauerstoff, Kohlenstoff- und Stickstoffquelle schließen ließ. 
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Abb. 33 Ansatzweise Fermentation von E. coli DH5α pTrc Phe A1 His Phe A2 His in LB-Medium mit 
1,5 % Glyzerinzusatz  
Diese Abbildung zeigt die optische Dichte (OD550), Feuchtgewicht (FG), die Rührerdrehzahl und die 
Luftsauerstoffsättigung im Verlauf einer ansatzweisen Fermentation von E. coli DH5α pTrc Phe A1 His 
Phe A2 His. 
 
Aufreinigung 
Zur Aufreinigung wurde ein Pellet mit einem Feuchtgewicht von 5,17 g eingesetzt. Die 
Aufreinigung erfolgte wie unter 2.5.1 beschrieben. Zur Konzentrierung wurde eine 
Ultrafiltration mit einer Ausschlussgröße von 10 kDa verwendet. Tab. 18 zeigt die 
Bilanzierung der Aufreinigung. Die Produktivität lag mit 19,76 U h-1 L-1 etwas höher als bei 
der Fermentation auf LB-Medium ohne Zusatz von Glyzerin. Die Gesamtmenge an Aktivität 
betrug 685,15 U, nach der Aufreinigung standen noch 62 % (422,01 U) der Gesamtaktivität 
zur Verfügung. 
 
Tab. 18 Bilanzierung der Aufarbeitung von Phe A1 His und Phe A2 His aus einer Fermentation in LB 
Medium mit 1,5 % Glyzerinzusatz 
Fraktion Volumen 
[mL] 
Proteingehalt
[mg ml-1] 
Vol. 
Aktivität 
[U mL-1] 
Spez. 
Aktivität 
[U mg-1] 
Ausbeute 
[%] 
Anreicherung
[-fach] 
Rohextrakt 10,5 69,47 4,21 0,14 100,00 1,00 
IMAC-
Fraktion 24,7 4,68 1,59 0,20 88,84 1,4 
Retentat 
Ultrafiltration 3,9 26,97 5,37 0,39 61,59 2,76 
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Ansatzweise Fermentation in M9-Medium mit 1,5 % Glyzerinzusatz 
Bei den Vorversuchen zur Expression im Kleinkulturmaßstab wurden auf dem 
nährstoffarmen Medium (M9) gute Ergebnisse bezüglich der spezifischen Aktivität der 
Phenolhydroxylase erzielt. Aus diesem Grund wurde auch eine ansatzweise Fermentation 
auf M9-Medium durchgeführt.  
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Abb. 34 Ansatzweise Fermentation von E. coli DH5α pTrc Phe A1 His Phe A2 His in M9-Medium mit 
1,5 % Glyzerinzusatz  
Die Abbildung zeigt die optische Dichte (OD550), Feuchtgewicht (FG), die Rührerdrehzahl und die 
Luftsauerstoffsättigung im Verlauf einer ansatzweisen Fermentation von E. coli DH5α pTrc Phe A1 His 
Phe A2 His. 
 
Um vergleichbare Zellmassen zu erreichen, wurden die Zellen über Nacht angezogen und 
erst am nächsten Tag für 4 h induziert. Zur Expression wurde die Temperatur auf 28° C 
abgesenkt. Die Abb. 34 zeigt den Verlauf der FermentationDie maximale Wachstumsrate lag 
bei 0,28 h-1 und somit deutlich unter den Wachstumsraten der bisherigen Fermentationen. 
Die erzielte optische Dichte mit fast 12, das Feuchtgewicht mit 81 g und das Trockengewicht 
mit 17,84 g entsprach den erreichten Werten der ansatzweisen Fermentation auf LB-Medium 
mit Glyzerinzusatz.   
Aufreinigung  
Die Aufreinigung erfolgte analog zu den bisherigen Fermentationen. Zur Lyse wurde ein 
Pellet mit einem Feuchtgewicht von 8,3 g eingesetzt. Die Bilanzierung der Aufreinigung ist in 
Tab. 19 dargestellt.  
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Tab. 19 Bilanzierung der Aufarbeitung von Phe A1 His und Phe A2 His aus einer Fermentation in M9-
Medium mit 1,5 % Glyzerinzusatz 
Fraktion Volumen 
[mL] 
Proteingehalt
[mg ml-1] 
Vol. 
Aktivität 
[U mL-1] 
Spez. 
Aktivität 
[U mg-1] 
Ausbeute 
[%] 
Anreicherung
[-fach] 
Rohextrakt 10,5 61,14 10,72 0,31 100,00 1,00 
IMAC-
Fraktion 20 6,76 2,84 0,42 56,80 3,18 
Retentat 
Ultrafiltration 4,00 17,93 8,61 0,48 34,44 4,36 
 
Aufgrund der langen Anzuchtphase von 17 h lag die Produktivität für diese 
Fermentationsstrategie mit 14,53 U h-1 L-1 deutlich niedriger als bei den anderen 
ansatzweisen Fermentationsstrategien. Die Menge an erzieltem aktivem Protein zeigte im 
Gegensatz dazu den höchsten erzielten Wert mit 1098 U, auch die spezifische Aktivität lag 
mit 0,31 U mg um den Faktor zwei höher als bei den übrigen ansatzweisen Fermentationen.  
3.5.2 Fermentationen im Zulaufverfahren 
Zur Erhöhung der Zell- und Enzymausbeute wurde die Kultivierung im Zulaufverfahren 
durchgeführt. Als Grundlage dienten die Medien LB und M9 mit jeweils 1,5 % Glyzerin. Zur 
Regelung des pH-Wertes und als Stickstoffquelle wurde 12,5%ige Ammoniaklösung 
verwendet. Die Zulauflösung enthielt 50 % Glyzerin. Der Vorteil des Zulaufverfahrens liegt im 
Erreichen einer höheren Zelldichte und die Zellen befinden sich während der 
Induktionsphase immer im Wachstum.  
Fermentation im Zulaufverfahren in LB-Medium mit 1,5 % Glyzerinzusatz 
Die Kultivierung erfolgte im 5-L-Maßstab. Der Sauerstoffpartialdruck wurde, wie bei den 
übrigen Fermentationen, über die Rührerdrehzahl auf 30 % geregelt. Das Ende der ca. 16-
stündigen  Batch-Phase konnte durch das Absinken der Rührerdrehzahl ermittelt werden. 
Nach Beendigung der Batch-Phase wurde die Substratlösung mit einer Rate von 8,28 mL h-1 
zugegeben. Dies führte umgehend zu einem Anstieg der Rührerdrehzahl aufgrund des 
erhöhten Sauerstoffbedarfs. Die Zulaufphase (Fed-Batch) dauerte 10 Stunden. Zur Induktion 
wurde die Zulaufrate auf 7,45 mL h-1 reduziert, die Temperatur wurde ebenfalls auf 28° C 
abgesenkt. Der Verlauf der Fermentationsdaten ist in Abb. 35 dargestellt. Die maximale 
optische Dichte betrug 39. Die Zellausbeute ergab 135,68 g, dies entsprach einem 
Zelltrockengewicht von 23,66 g. Die maximale Wachstumsrate in der Batch-Phase erreichte 
0,45 h-1 (Abb. 35). 
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Abb. 35 Fermentation von E. coli DH5α pTrc Phe A1 His Phe A2 His in LB-Medium mit 1,5 % 
Glyzerinzusatz im Zulaufverfahren 
Die Abbildung zeigt die optische Dichte (OD550), Feuchtgewicht (FG), die Rührerdrehzahl, die 
Luftsauerstoffsättigung und die Menge an 50%iger Glyzerinlösung, die während der Fermentation von 
E. coli DH5α pTrc Phe A1 His Phe A2 His zugefüttert wurde.  
 
Aufreinigung 
Zur Aufreinigung wurde ein Pellet mit einem Feuchtgewicht von 9,34 g verwendet. Die 
Aufreinigung erfolgte wie bei den Zellen aus der ansatzweisen Fermentation. Tab. 20 zeigt 
die Billanzierung bezüglich der Phenolhydroxylase-Aktivität während der Aufreinigung.  
 
Tab. 20 Bilanzierung der Aufarbeitung von Phe A1 His und Phe A2 His aus einer Fermentation im 
Zulaufverfahren in LB-Medium mit 1,5 % Glyzerinzusatz 
Fraktion Volumen 
[mL] 
Proteingehalt
[mg ml-1] 
Vol. 
Aktivität 
[U mL-1] 
Spez. 
Aktivität 
[U mg-1] 
Ausbeute 
[%] 
Anreicherung
[-fach] 
Rohextrakt 20 28,81 3,73 0,13 100,00 1,00 
IMAC-
Fraktion 32,5 5,90 2,84 0,27 69,71 2,08 
Retentat 
Ultrafiltration 7 7,70 2,31 0,30 21,68 2,31 
 
Aus der Fermentation konnten insgesamt 1084,7 U aktiver Phenolhydroxylase gewonnen 
werden. Aufgrund der langen Fermentationsdauer von 29,5 h betrug die Produktivität nur 
10,21 U h-1 L-1. Während der Aufreinigung gingen knapp 80 % der Aktivität verloren, so dass 
noch 235,1 U zur Verfügung standen. Die spezifische Aktivität konnte um den Faktor 2,31 
gesteigert werden (Tab. 20).  
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Fermentation im Zulaufverfahren in M9-Medium mit 1,5 % Glyzerinzusatz 
Die Parameter der Kultivierung entsprachen denen der übrigen Fermentationen. Die 
Abwesenheit komplexer Nährstoffe auf M9-Medium führte zu sehr langsamem Wachstum, so 
dass in der Batch-Phase nach 24 h eine optische Dichte von 14,4 erreicht werden konnte. In 
der ca. 14stündigen Fed-Batch-Phase konnte die optische Dichte durch den Zulauf von 
50%iger Glyzerinlösung auf 35 gesteigert werden. Die Pumprate für den Zulauf betrug 
8,3 mL h-1 und wurde während der vierstündigen Induktionsphase nicht reduziert. Nach der 
Beendigung der Fermentation konnten 228 g Zellen geerntet werden, dies entsprach einem 
Zelltrockengewicht von 80,96 g. Mit 0,21 h-1 wies diese Fermentation die geringste 
Wachstumsrate aller Ansätze auf. Der Verlauf der Fermentation ist in Abb. 36 aufgezeichnet. 
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Abb. 36 Fermentation von E. coli DH5α pTrc Phe A1 His Phe A2 His in M9-Medium mit 1,5 % 
Glyzerinzusatz im Zulaufverfahren 
Diese Abbildung zeigt die optische Dichte (OD550), Feuchtgewicht (FG), die Rührerdrehzahl, die 
Luftsauerstoffsättigung und die Menge an 50%iger Glyzerinlösung, die während der Fermentation von 
E. coli DH5α pTrc Phe A1 His Phe A2 His zugefüttert wurde.  
 
Aufreinigung 
Für die Aufreinigung wurde ein Zellpellet aus obiger Fermentation mit einem Feuchtgewicht 
von 19 g eingesetzt. Die Phenolhydroxylase-Aktivität der verschiedenen Fraktionen der 
Aufreinigung ist in Tab. 21 aufgezeigt. Aus der gesamten Fermentation konnten insgesamt 
963,23 U Phenolhydroxylase gewonnen werden. Die niedrige Produktivität von 6,08 U h-1 L-1 
resultierte aus der extrem langen Fermentationsdauer von 44 h. Bei der Aufreinigung gingen 
ca. 77 % an aktivem Enzym verloren.  
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Tab. 21  Bilanzierung der Aufarbeitung von Phe A1 His und Phe A2 His aus einer Fermentation im 
Zulaufverfahren in M9 Medium mit 1,5 % Glyzerinzusatz 
Fraktion Volumen 
[mL] 
Proteingehalt
[mg ml-1] 
Vol. 
Aktivität 
[U mL-1] 
Spez. 
Aktivität 
[U mg-1] 
Ausbeute 
[%] 
Anreicherung
[-fach] 
Rohextrakt 10,2 61,14 7,87 0,17 100,00 1,00 
IMAC-
Fraktion 25,5 2,57 0,93 0,50 31,72 4,54 
Retentat 
Ultrafiltration 3,19 6,37 5,48 0,62 23,38 5,63 
 
3.5.3 Vergleich von Kenngrößen der Expression der Phenolhydroxylase 
In Abb. 37 werden die wichtigsten Daten zur Expression der Phenolhydroxylase in den 
verschiedenen Bakterienstämmen, den Expressionssystemen und den Fermentations-
strategien verglichen. 
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Abb. 37 Vergleich der Produktivität und der spezifischen Aktivität bei der Gewinnung der  
Phenolhydroxylase unter verschieden Expressionsbedingungen 
Die Abbildung zeigt die Produktivität (A) und die spezifische Aktivität (B) bei der Expression unter 
verschiedenen Bedingungen, 1) native Expression in G. stearothermophilus in P-Medium, 2) rek. 
Expression E. coli DH5α Phe A1-Komponente, ansatzweise Fermentation des Tandemkonstrukts aus 
Phe A1 und Phe A2 in; 3) LB-Medium 4) LBg-Medium 5) M9-Medium und Fermentation des 
Tandemkonstrukts im Zulaufverfahren in 6) LB-Medium 7) M9-Medium.  
 
Das in dieser Arbeit entwickelte Tandemexpressionsverfahren der Phe A1- und Phe A2-
Komponenten (Abb. 37A  3-7), führte zu deutlich höheren Produktivitäten gegenüber der 
nativen Expression in G. stearothermophilus (Abb. 37A 1) und der rekombinanten 
Einzelexpression der Phenolhydroxylase-Komponenten (Abb. 37A). Ebenfalls waren die 
spezifischen Aktivitäten der Extrakte, die nach der Aufreinigung gewonnen wurden, deutlich 
höher als bei den konservativen Expressionsmethoden (Abb. 37B). 
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3.6 Charakterisierung der rekombinanten Phenolhydroxylase  
Die Charakterisierung der Phenolhydroxylase erfolgte mit aufgereinigtem Enzympräparat aus 
der Tandemexpression der Komponenten Phe A1 His und Phe A2 His, für einige 
Untersuchungen wurden auch die getrennt exprimierten Komponenten zum Vergleich 
herangezogen. 
3.6.1 Einfluss des pH-Wertes  
Die Bestimmung des pH-Optimums mit dem fotometrischen Test der NADH-Oxidase-
Aktivität in Anwesenheit von NADH und Phenol konnte aufgrund des äquimolaren Umsatzes 
von Phenol bzw. Catechol und NADH gemessen werden. Die Aktivität in Abhängigkeit vom 
pH-Wert wurde über die Absorptionsänderung bei 340 nm in einem 1-mL-Reaktionsansatz 
bei 55° C gemessen. Abb. 38 zeigt die relative Aktivität der Phenolhydroxylase in 
Abhängigkeit vom pH-Wert, wobei ein Optimum im Bereich von pH 7,8 zu erkennen ist. 
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Abb. 38 Relative Aktivität der Phenolhydroxylase in Abhängigkeit vom pH-Wert  
 
3.6.2 Bestimmung des isoelektrischen Punktes  
Der isoelektrische Punkt wurde durch die isoelektrische Fokussierung der Proteine bestimmt. 
Hierzu wurden Gele mit einem pH-Gradienten von 3-9 eingesetzt. Die Proteine wurden 
jeweils an Anode und Kathode aufgetragen und wanderten bei Anlegung von Spannung zu 
ihrem isoelektrischen Punkt. Dieser wurde über entsprechende Markerproteine bestimmt. 
Abb. 39 zeigt ein Acrylamidgel nach isoelektrischer Fokussierung mit anschließender 
Silberfärbung. Für die Phe A2-Komponente konnte ein isoelektrischer Punkt von 5,9 ermittelt 
werden. Der theoretische isoelektrische Punkt für das Enzym ohne His6-tag lag bei 6,3 und 
korrespondierte mit dem experimentell erzielten Ergebnis. Das Laufverhalten der Phe A2-
Komponente zeigte keine signifikanten Unterschiede anhängig vom Auftragungsort des 
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Proteins. Die Phe A1-Komponente zeigte beim Auftragen an der Kathode (1 und 5) sowohl 
bei der Einzelexpression als auch bei der Tandemexpression eine deutliche Bande. Der 
anhand dieser Bande ermittelte isoelektrische Punkt betrug 4,0. Bei Auftragung an der 
Anode lief die Phe A1-Komponente nicht als distinkte Bande. Als Grund kann das N-
terminale His6-tag, welches zu nicht vollständig translatierten aber aufgereinigten Proteinen 
führen kann, angenommen werden. Die als Tandemkonstrukt exprimierte Phe A2-
Komponente (6) zeigte ein abweichendes Laufverhalten gegenüber der Einzelexpression (4), 
dies deutete auf eine abweichende  Konformation hin. 
 
 
Abb. 39 SDS-PAGE der isolelektrischen Fokussierung nach Silberfärbung 
Die Abbildung zeigt ein Gel mit einem pH-Gradienten von 3-9 (Amersham Bioscience Freiburg). Die 
Spuren M enthalten den Broad-PI-Kit (Amersham Bioscience Freiburg).- Die Proteine (je 1 µg) wurden 
jeweils an Anode und Kathode aufgetragen. Die Spuren 1+2 enthalten die Phe A1-Komponente, die 
Spuren 3+4 die Phe A2-Komponente und die Spuren 5 und 6 das Tandemkonstrukt.  
 
3.6.3 Einfluss der Temperatur 
Optimum und Aktivierungsenergie 
Die rekombinante Phenolhydroxylase hatte in einem fünfminütigen Testansatz ein 
Temperaturoptimum von 56,5° C. Für diesen Test wurde neben der NADH-Oxidase-Aktivität 
noch die Phenolhydroxylase-Aktivität über die Bildung von Catechol bestimmt. Die in Abb. 40 
dargestellte Abhängigkeit der rel. Aktivität von der Temperatur wurde aus beiden 
Aktivitätsmessungen gemittelt. Anhand der Abhängigkeit der Aktivität von der Temperatur 
kann die Aktivierungsenergie für ein Enzym bestimmt werden. In Abb. 40 b wurde der 
dekadische Logarithmus der rel. Enzymaktivität in Abhängigkeit von der reziproken 
absoluten Temperatur aufgetragen, im Bereich von 30° C bis 56,5° C ergab sich ein 
annähernd linearer Bereich. Die Steigung einer Regressionsgeraden für diese Werte ist 
proportional zu der Aktivierungsenergie (Ea). 
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Abb. 40 Abhängigkeit der Phenolhydroxylase-Aktivität von der Temperatur (a) und Darstellung nach 
ARRHENIUS (b) 
Die Enzymaktivität wurde in 50 mM Kaliumphosphatpuffer pH 7,8 mit einer Phenolkonzentration von 
200 µM und einer NADH-Konzentration von 100 µM gemessen. 
 
Die Gl. 2 beschreibt die Gesetzmäßigkeit bei Auftragung des Logarithmus naturalis über 1/T 
für die Aktivierungsenergie (nach ARRHENIUS). Bei Verwendung des dekadischen 
Logarithmus muss mit dem Faktor 2,3 multipliziert werden und durch Einsetzen der relativen 
Aktivitäten in Gl. 2 
REa *tan β=  
Gl. 2 
3,2**
11
lglg
12
21 R
TT
AAEa
−
−=  
Gl. 3 
Ea: Aktivierungsenergie [J Mol-1); A: Relative Aktivität [%]; T: Absolute Temperatur [K]; R: 
Gaskonstante [8,314 J Mol-1 K-1]  
 
ergibt sich die folgende Gl. 3. Für die rekombinante Phenolhydroxylase konnte eine 
Aktivierungsenergie von 44,6 kJ mol-1 berechnet werden.  
Inaktivierung 
Bei der Bestimmung der Inaktivierungsenergie wurden beide Aktivitäten der aufgereinigten 
Phenolhydroxylase gemessen. In der Abb. 41 ist der dekadische Logarithmus der Aktivitäten 
gegen die Zeit aufgetragen. Im Gegensatz zur Phenolhydroxylase-Aktivität war bei hohen 
Temperaturen die NADH-Oxidase-Aktivität stabiler. Bei kurzer Inkubationsdauer war ein 
aktivierender Einfluss, bezüglich der NADH-Oxidase-Aktivität zu beobachten. Die 
Inaktivierung von Enzymen kann mit der Gl. 4 beschrieben werden. Anhand der 
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Restaktivitäten zu den verschiedenen Zeitpunkten konnten die Inaktivierungskoeffizienten für 
die Temperaturen 60° C und 66° C berechnet werden. 
kt
t eAA
−= *0  
Gl. 4 
A0/t: Relative Aktivität zum Zeitpunkt 0 bzw. t [%]; t: Zeit [h]; k Inaktivierungskoeffizient bei der 
absoluten Temperatur [h-1] 
 
Für die Berechnung beider Inaktivierungskoeffizienten bezüglich der NADH-Oxidaseaktivität 
wurde der Zeitraum von 2-76 min herangezogen. Für die Phenolhydroxylase-Aktivität wurde 
der gleiche Zeitraum zur Bestimmung des Inaktivierungskoeffizienten genutzt. Bei der 
höheren Temperatur wurde der Inaktivierungskoeffizient für den Zeitraum von 0-10 min 
berechnet. Die Inaktivierungskoeffizienten und die resultierenden Halbwertszeiten sind in der 
folgenden Tab. 22 angegeben. 
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Abb. 41 Enzymaktivitäten der Phenolhydroxylase bei verschiedenen Inkubationstemperaturen 
Der Aktivitätstest wurde über die Abnahme des NADH fotometrisch bei 340 nm und über die 
Catecholbildung mit der HPLC-Analytik bestimmt. Die Phenolkonzentration betrug 200 µM und die 
NADH-Konzentration 100 µM. 
 
Tab. 22 Inaktivierungskoeffzienten und Halbwertszeiten für die Aktivitäten der Phenolhydroxylase bei 
60° C und 66° C 
 NADH-Oxidase-Aktivität Phenolhydroxylase-Aktivität 
 60° C 66° C 60° C 66° C 
Inaktivierungs-
koeffizient (k) [min –1] 
0,012 0,011 0,012 0,064 
 
Halbwertszeit [min] 
 
58 61 57 11 
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Für die hohe Temperatur zeigte sich, dass beide Reaktionen voneinander entkoppelt 
abliefen. Es wird nach 10 Minuten kaum noch Catechol gebildet, die NADH-Oxidation vollzog 
sich jedoch weiterhin. Dies deutete auf die Reduktion von freiem FAD, welches durch 
Denaturierung von Phenolhydroxylase-Komponenten freigesetzt wurde, hin. Das reduzierte 
FAD kann rein chemisch wieder oxidiert werden (Abb. 22). Bei 60° C wurden beide 
Aktivitäten mit nahezu der gleichen Geschwindigkeit inaktiviert. Die Inaktivierungsenergie für 
die Phenolhydroxylase-Aktivität ergab 260 kJ mol-1 und wurde mit der Formel in Gl. 5 und 
den Inaktivierungskoeffizienten kalkuliert. Da die Inaktivierung der NADH-Oxidase-Aktivität 
nicht ausschließlich auf die Inaktivierung des Enzyms zurückzuführen war, wurde die 
Inaktivierungsenergie nicht bestimmt.  
3,2**lg**
1
2
12
21 R
K
K
TT
TTEi −=  
Gl. 5    
Ei: Inaktivierungsenergie [J Mol-1); K: Inaktivierungskoeffizient [min-1]; T: Absolute Temperatur [K]; R: 
Gaskonstante [8,314 J Mol-1 K-1] 2,3: Umrechnungsfaktor von lg nach ln  
 
3.6.4 Organisation aktiver Phenolhydroxylase 
Mit diesen Versuchsteilen sollte die Struktur der Phenolhydroxylase bezüglich der 
Organisation ihrer Komponenten untersucht werden. Die Phenolhydroxylase aus der 
Tandemexpression wurde aufgereinigt und anschließend über eine Gelfiltrationssäule 
aufgetrennt. Abb. 42 zeigt das Chromatogramm der Trennung.  
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Abb. 42 Chromatogramm einer Gelfiltration des Phenolhydroxylase-Komplexes 
Die Abbildung zeigt die Elution der Proteine von der Chromatographiesäule in Abhängigkeit vom 
Elutionsvolumen. 
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Anhand einer vorherigen Kalibration der Säule und den Retentionsvolumina der Peaks 
konnten den verschiedenen Peaks Proteingrößen zugeordnet werden. So entsprach die 
Fraktion 14: 1150 kDa, Fraktion 15: 870 kDa, Fraktion 22-23: 128 kDa, Fraktion 25-26: 
76 kDa, Fraktion 29-30: 16 kD und Fraktion 40: 2 kDa. Die Fraktionen aus der Gelfiltration, 
die einen Protein-Peak zeigten und Fraktionen, die eine intensive Gelbfärbung aufwiesen 
(29-30), wurden einem Aktivitätstest unterzogen. Einzig die Fraktionen 25 und 26 aus dem 
Hauptpeak zeigten Phenolhydroxylase-Aktivität und NADH-Oxidase-Aktivität. In den 
Fraktionen 29 und 30, die eine intensive Gelbfärbung zeigten, konnte nur NADH-Oxidase-
Aktivität nachgewiesen werden. Von den Fraktionen, die NADH-Oxidase-Aktivität zeigten, 
wurden Absorptionsspektren aufgenommen (Abb. 43). 
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Abb. 43 Absorptionsspektrum der Fraktion 25, 26, 29 und 30 aus der Gelfiltration aufgereinigter 
Phenolhydroxylase  
 
Die Fraktionen 29 und 30 zeigten gegenüber den Fraktionen 25 und 26 eine deutlich höhere 
Absorption im Bereich um 450 nm, dies ist der Bereich, in dem Flavine wie FAD ein relatives 
Absorptionsmaximum aufweisen. Ein Aliquot aus den Fraktionen wurde zur weiteren 
Untersuchung in einer SDS-PAGE mit anschließender Silberfärbung analysiert (Abb. 44). Die 
obere Proteinbande zeigte in allen Fällen die ca. 44 kDa große Phe A1-Komponente der 
Phenolhydroxylase. In den Fraktionen 25 und 26 war, neben der großen Phe A2-
Komponente, auch die kleine Phe A2-Komponente zu sehen. Bei den dazwischenliegenden 
Banden handelt es sich vermutlich um nicht vollständig translatierte Phe A1-Komponenten, 
die aufgrund des N-terminalen His6-tag mit aufgereinigt wurden. 
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Abb. 44 SDS-PAGE der Fraktionen nach Gelfiltration 
Die Abbildung zeigt das Gel einer SDS-PAGE. Die Bezeichnung der Spuren entspricht der 
Fraktionsnummer, Spur M enthält den Größenmarker Precision Plus Proteintm Standard der Firma 
BioRad (München).  
 
Die stark gelbgefärbten Fraktionen 29-30 enthielten nur die Phe A2-Komponente. Diese 
zeigte ein anderes Laufverhalten, als die Phe A2-Komponente in Gegenwart der Phe A1-
Komponente (25-26). Die obigen Ergebnisse legten den Schluss nahe, dass es sich bei der 
tandemexprimierten Phenolhydroxylase um ein ca. 76 kD großes katalytisch aktives Enzym 
handelt. Die Zusammensetzung könnte aus einer großen Phe A1-Komponente und zwei 
kleinen Phe A2-Untereinheiten bestehen, die theoretische Größe dieses Komplexes beträgt 
ca. 77 kDa. Dieser Komplex wurde durch die Gelfiltration nicht getrennt. Untersuchungen mit 
der MALDI-TOF-MS-Analytik zeigten für die Phe A2-Komponente neben dem Monomer auch 
eine zusammenhängende Dimer-Struktur. 
3.6.5 Bestimmung der Interaktion zwischen Phe A1 und Phe A2  
Mit dem Versuch der Oberflächen-Resonanz-Spektroskopie sollte festgestellt werden, ob die 
getrennt exprimierten Phe A1- und Phe A2-Komponenten in Lösung interagieren. Hierzu 
wurde die Phe A1-Komponente auf der Dextran-Oberfläche eines Sensor-Chips 
immobilisiert. Um freie Bindungsstellen abzudecken und unspezifische Interaktionen zu 
detektieren, wurde eine BSA-Lösung in die Messzelle eingespritzt. Anschließend wurde die 
gelöste Phe A2-Komponente in das kontinuierliche Flusssystem injiziert. Während der 
Messung wurde das Bindungssignal (RU = Resonanzeinheiten) über die Zeit und die 
verschiedenen Analyten beobachtet. Abb. 45 zeigt eine exemplarische Messung. Die 
Bindung der Phe A1-Komponente konnte anhand der Resonanzänderung über die Zeit 
verfolgt werden. Bei Zugabe der Phe A2-Komponente konnte jedoch kein eindeutiges  
Bindungssignal beobachtet werden. Die Änderung der Resonanz betrug 5 RU. In Gegenwart 
von NADH wurde die Resonanzänderung auf 15 RU gesteigert. Beide Signale zeigten aber 
noch keine deutliche Bindungskinetik zwischen Phe A1 und Phe A2. Dies bestätigt den unter 
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Kap. 3.3.3 beschriebenen Reaktionsmechanismus für die getrennt exprimierten 
Phenolhydroxylase-Komponenten.  
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Abb. 45 Messung zur Bindungskinetik von Phe A1 und Phe A2  
 Alle Proteine lagen in einer Konzentration von 0,5 mg mL-1 in 0,1M PBS-Puffer pH 7,3 vor. 
 
Nachdem eine Anlagerung beider Phenolhydroxylase-Komponenten bei getrennter 
Expression ausgeschlossen werden konnte, sollte im folgenden getestet werden, ob durch 
zusätzliche Zugabe der Phe A2-Komponente zum Phe A1- Phe A2-Komplex, der Transfer 
von Redoxäquivalenten und somit die Aktivität gesteigert werden konnte. Dies wurde 
überprüft, indem zu einem aktiven Phenolhydroxylase-Komplex aus Phe A1 und Phe A2 
zusätzlich separat exprimierte Phe A2-Komponente in variablen Konzentrationen zugegeben 
wurde. Abb. 46 zeigt die Ergebnisse der Versuche. Durch die einzelexprimierte Phe A2-
Komponente konnte die Phenolhydroxylase-Aktivität nicht gesteigert werden. Die NADH-
Oxidase-Aktivität hingegen zeigt eine deutliche Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit 
gegenüber dem Ansatz ohne zusätzliche Phe A2-Komponente (Abb. 46 b1 und b3).  
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Abb. 46 Vergleich der Reaktionsgeschwindigkeiten für die Phenolhydroxylase bzw. NADH-Oxidase in 
Abhängigkeit von zugesetzter Phe A2-Komponente 
Die Abbildung zeigt die Reaktionsgeschwindigkeit der Phenolhydroxylase Reaktion (a) und die 
Reaktionsgeschwindigkeit der NADH-Oxidase-Reaktion (b) bei verschiedenen Mischverhältnissen von 
Phenolhydroxylase-Komplex (PH-Komplex) und zusätzlicher Phe A2-Komponente. 1) Nur PH-Komplex 
(220 µg mL-1), 2) nur Phe A2 (205 µg mL-1), 3) PH-Komplex + Phe A2 (220 µg mL-1 + 205 µg mL-1), 4) 
PH-Komplex + Phe A2 (220 µg mL-1 + 102,5 µg mL-1), 5) PH-Komplex + Phe A2 (220 µg mL-1 + 51,25 
µg mL-1). NADH und Phenol waren im Testansatz in einer Konzentration von 200 µM vorhanden.  
 
3.6.6 Bestimmung der kinetischen Parameter 
Für den isolierten Phenolhydroxylase-Komplex konnte die Änderung der 
Reaktionsgeschwindigkeit in Abhängigkeit von der Substratkonzentration gemessen werden. 
Die Cofaktor-Konzentration betrug in beiden Testansätzen 200 µM. Als Substrate wurden für 
die Phenolhydroxylase-Reaktion Phenol und für die Flavin-Reduktase-Reaktion FAD 
verwendet. Zur Bestimmung wichtiger kinetischer Größen wurden die Ergebnisse in der 
klassischen Form nach Michaelis-Menten dargestellt (Abb. 47). Die Kenngrößen wurden mit 
dem Programm Graph Pad Prism 4.0 über nicht lineare Regressionsanalytik berechnet. Die 
maximale Reaktionsgeschwindigkeit (Vmax) ergab für die Phenolhydroxylase-Reaktion 
0,145 µmol min-1, der KM-Wert entsprach einer Phenolkonzentration von 138 µM. Mit FAD als 
Substrat betrug Vmax 1,613 µmol min-1 mit einem KM-Wert von 34,6 µM FAD. Die 
Wechselzahl wurde unter der Annahme, dass der aktive Phenolhydroxylase-Komplex ein 
Gewicht von 77 kDA aufweist, bestimmt. Für Phenol lag die Wechselzahl bei 1,8 * 106 s-1 und 
für FAD bei 2,0 * 107 s-1. Variationen der NADH-Konzentration bei konstanter 
Phenolkonzentration führten bis zu einer Konzentration von 250 µM zur Steigerung der 
Reaktionsgeschwindigkeit. Bei höheren NADH-Konzentrationen nahm die Geschwindigkeit 
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der Reaktiont wieder ab. Deshalb wurde für alle enzymatischen Tests eine NADH-
Konzentration von 200 µM eingehalten.  
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Abb. 47 Phenolhydroxylase-Aktivität (A) und Flavin-Reduktase-Aktivität (B) in Abhängigkeit von der 
Substratkonzentration 
Es wurden 0,1 mg Phenolhydroxylase im mL-Ansatz eingesetzt. Die NADH-Konzentration betrug 
200 µM. 
 
3.6.7 Untersuchungen zum Substratspektrum der Phenolhydroxylase 
Als Substrate für den Phenolhydroxylase-Komplex wurden verschiedene substituierte 
Phenole und mit dem Phenol strukturverwandte Substanzen untersucht. Neben den 
Substituenten, sollte auch der Einfluss der unterschiedlichen Stellung auf die Aktivität 
bestimmt werden. Um für die Vielzahl der Substrate nicht jeweils eine eigene Analytik 
aufstellen zu müssen, wurde die Umsetzung über den NADH-Verbrauch, der mit der 
Umsetzung der Substrate korreliert, bestimmt (Abb. 28). Für den Test wurden eine NADH-
Konzentration von 200 µM vorgelegt, die Substrate wurden in den Endkonzentrationen 1 mM 
und 0,1 mM gemessen. In der Tab. 23 sind die NADH-Umsatzraten für die jeweiligen 
Substrate in den verschiedenen Konzentrationen angegeben. Die in der Tabelle 
angegebenen Werte sind aus drei Parallelansätzen gemittelt. Bei Umsatzraten die unter 
1 µmol NADH min-1 liegen kann nicht eindeutig von einer Umwandlung des Substrates durch 
die Phenolhydroxylase gesprochen werden.   
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Tab. 23 NADH-Umsatzrate in Abhängigkeit verschiedener potentieller Substrate der Phenolhydroxylase 
Substrat Strukturformel  Umsatzrate 
[µmol NADH min-1] 
Umsatzrate 
[µmol NADH min-1] 
  Substat [1 mM] Substat [0,1 mM] 
Phenol  
HO
 
9,25 7,61 
2-Aminophenol H2N
HO
 
10,95 10,12 
3-Aminophenol 
H2N OH 
10,88 13,46 
4-Aminophenol 
NH2HO
 
3,81 3,14 
2-Chlorphenol Cl
HO
 
4,24 6,39 
4-Chlorphenol 
ClHO
 
1,06 0,67 
2-Fluorphenol 
OH
F
 
7,65 8,90 
3-Fluorphenol 
F OH 
8,19 5,22 
4-Fluorphenol 
FHO
 
7,40 2,46 
2-Nitrophenol 
N+
O
O-
OH
 
7,20 2,03 
3-Nitrophenol 
N+
O
O-
HO
 
0,00 0,00 
4-Nitrophenol 
N+
O
-O
OH
 
0,92 0,00 
Amino-benzoesäure 
H2N
O
HO
 
0,81 0,42 
2,6-Dichlorphenol 
Cl
Cl
HO
 
0,68 0,04 
 77
Ergebnisse 
Substrat Strukturformel Umsatzrate 
[µmol NADH min-1] 
Umsatzrate 
[µmol NADH min-1] 
  Substat [1 mM] Substat [0,1 mM] 
4-Nonylphenol 
HO
0,92 0,35 
Dimethylphenol 
HO  
1,98 0,09 
Salicylsäure 
HO
O
HO
 
0,00 0,00 
3-Hydroxybenzaldehyd 
O
HO  
0,86 0,15 
4-Hydroxybenzaldehyd O
OH
 
0,00 0,00 
2,4-Dinitrophenol 
N+
O
-O
N+
O
O-
OH
 
0,00 0,00 
2,4,6-Trichlorphenol 
Cl
Cl
Cl
OH
   
0,64 0,18 
Toluol 
 
0,08 0,34 
Biphenyl-2-ol HO
 
0,40 1,06 
2-Furaldehyd 
O
O
 
0,00 0,41 
Naphtaldehyd 
O  
0,00 0,47 
4,4-
Isopropylidenediphenol 
OH
OH
 
0,00 0 
 
Nahezu alle Substrate mit der Grundstruktur der Phenole zeigen deutlichen Umsatz. 
Substrate mit Substituenten in Parastellung zeigen im Vergleich zu den übrigen 
substituierten Substraten die geringste Aktivität. Mehrfach substituierte zeigen in der Regel 
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geringen bis keinen Umsatz. Bei der endokrin wirksamen Substanz 4-Nonylphenol kann 
aufgrund der geringen Reaktionsratenraten nicht eindeutig von der Versoffwechselung 
gesprochen werden. Bei dem ebenfalls endokrin wirksamen Bisphenol A (4,4-
Isopropylidenediphenol) war kein Umsatz zu verzeichnen.  
3.7 Datenbankbasierte Homologievergleiche und Modellierung der 
Phenolhydroxylase-Komponenten 
Die beiden Komponenten der Phenolhydroxylase aus G. stearothermophilus sind in Bezug 
auf Ihre Struktur noch nicht näher beschrieben.  
Phe A1-Komponente  
Vergleiche mit Datenbanken (BLAST und WU-Blast) lieferten keine signifikanten Homologien 
zu bereits bekannten Phenolhydroxylasen. Die einzige Phenolhydroxylase mit der auf Basis 
der Aminosäuresequenz eine Übereinstimmung mit der Phe A1-Komponente gefunden 
werden konnte, war ein bisher noch nicht näher untersuchtes Protein aus Mycobacterium 
tuberculosis (FLEISCHMANN et al. 2002). Die höchste Homologie mit einem näher 
untersuchten Protein ergab sich mit einer Indol-Oxygenase aus Rhodococcus sp. T104 
(CHOI et al. 2004). Bei der Suche nach funktionellen Gruppen bzw. Domänen wurde für die 
Phe A1-Komponente in der Aminosäuresequenz eine Multikupfer-Oxidase-1-Domäne 
gefunden. Diese Domänen ermöglichen die Bindung von Sauerstoff an das Enzym. 
Verbreitet ist diese Funktion bei Laccasen. Aufgrund der zu geringen Homologie mit 
Proteinen, deren Raumstruktur bereits bestimmt wurde, konnte von der Phe A1-Komponente 
noch kein Modell erstellt werden.  
Phe A2  
Der Datenbankabgleich für die Phe A2-Komponente der Phenolhydroxylyase wurde schon 
unter Kap. 3.2.2 bei der Sequenzanalyse des Genome-Walking beschrieben. Für die Phe 
A2-Komponente konnten hohe Übereinstimmungen mit weiteren kleinen Komponenten der 
Phenolhydroxylase bzw. mit Flavin-Dehydrogenasen gefunden werden. Bei der Suche nach 
funktionellen Domänen konnte eine NAD-FAD-Bindedomäne gefunden werden. Das 
Vorkommen einer solchen Domäne konnte in dieser Arbeit bereits experimentell bestätigt 
werden. Aufgrund der hohen Übereinstimmung zu bekannten Proteinen, deren räumliche 
Struktur bereits ermittelt wurden, konnte für die Phe A2-Komponente eine theoretische 
Raumstruktur mit dem Großrechner der SwissModel-Datenbank errechnet werden. Als 
Template für die Berechnung wurde die kleine Komponente der Phenolhydroxylase aus 
G. thermoglucosidasius verwendet (KIRCHNER et al. 2003). Abb. 48 zeigt das Modell der 
theoretischen Raumstruktur der Phe A2-Komponente. Die Phe A2-Komponente wurde als 
Dimer modelliert, dies entspricht der theoretischen Zusammensetzung des 
Phenolhydroxylase-Komplexes (Kap. 3.6.4). Der C-Terminus des Proteins konnte aufgrund 
zu großer Abweichungen gegenüber dem Template-Protein nicht eindeutig modelliert 
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werden. Sicher konnte eine Anlagerung der beiden benachbarten Schlaufen sowie der N-
Termini bestimmt werden.  
 
A
B
CC
 
Abb. 48 Theoretische Raumstruktur der Phe A2-Komponente der Phenolhydroxylase aus 
G. stearothermophilus 
A) N-Termini beider Phe A2-Komponenten, B) benachbarte Schlaufen beider Phe A2-Komponenten, 
C) C-Termini.  
 
3.8 Immobilisierung und biosensorische Anwendung 
In diesem Versuchsteil sollte getestet werden, ob mit dem rekombinanten 
Phenolhydroxylase-Komplex eine biosensorische Messung möglich ist. Als Messwandler 
diente hierzu die unter Kap. 19 vorgestellte Messapparatur mit einem optischen 
Sauerstoffsensor.  
3.8.1 Biosensorisches Signal 
Bei der Umwandlung von Phenol zu Catechol durch den Phenolhydroxylase-Komplex wird 
Sauerstoff bei nicht entkoppelter Reaktion in äquimolarem Verhältnis verbraucht. Dieser 
Sauerstoffverbrauch soll in der biosensorischen Anwendung als quantifizierbares Messsignal 
dienen. Die Abb. 49 zeigt eine Messung mit löslichem Phenolhydroxylase-Komplex. Hiermit 
sollte gezeigt werden, dass eine biosensorische Anwendung der Enzyme möglich ist.  
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Abb. 49 Biosensorsignal des löslichen Phenolhydroxylase-Komplexes  
Die eingesetzte Enzymmenge betrug 2 U, die NADH-Konzentration 200 µM und Phenol  lag in einer 
Endkonzentration von 1 mM vor. Gemessen wurde bei 45° C pH 7,8 und in einem Volumen von 8 mL.  
 
3.8.2 Immobilisierung  
Die Anwendung der Immobilisate, als biologische Komponente eines Sensors, stellten 
spezielle Anforderungen an die Form der selbigen. So wurden ausschließlich 
Immobilisierungsmethoden verwendet, mit denen dünne scheibenförmige und flexible 
Immobilisate realisiert werden konnten. Zu diesem Zweck wurden verschiedene Matrices 
getestet, in die das Enzym eingehüllt wurde. Die Phenolhydroxylase-Enzymlösung wurde in 
die jeweilige Matrixlösung eingehüllt, bzw. die Matrix wurde anschließend mit dem Enzym 
beladen. Abb. 50 zeigt die verschiedenen scheibenförmigen Immobilisate. Die Schichtdicke 
variierte von 0,25 - 0,75 mm. Die Acrylamidimmobilisate konnten aufgrund des 
Herstellungsprozesses immer in einer Schichtdicke von 0,75 mm hergestellt werden. Bei den 
übrigen Herstellungsmethoden konnten die gewünschten Schichtdicken ebenfalls eingestellt 
werden, zeigten aber eine große Varianz in der resultierenden Schichtdicke.  
 
 
Abb. 50 Immobilisate der Phenolhydroxylase 
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Um die Proteinrückhaltung zu testen, wurden die hergestellten Membranen mit Bradford-
Reagenz überschichtet und inkubiert. Anhand der Farbveränderung der Membran, bzw. der 
Inkubationslösung, konnte der Proteingehalt qualitativ bestimmt werden. Die Membranen 
wurden ebenfalls qualitativ auf ihre Stabilität untersucht. Als letzter Parameter wurde die 
Aktivität der immobilisierten Phenolhydroxylase in den verschiedenen Membranen bestimmt. 
Tab. 24 fasst die Ergebnisse zusammen. 
 
Tab. 24 Untersuchung der Phenolhydroxylase-Immobilisate 
Matrixmaterial Stabilität Proteinrückhaltung Aktivität [µM min-1] 
Poylvinylalkohol (PVA)    
LentikatsTM 
--- + 2,83 
PVA (Gefrier-/Auftaumethode) 
+ + 2,56 
Acrylamid    
Direkter Membraneinschluss 
+++ +++ 4,67 
Kopplung über Ni2+-NTA 
++ --- 11,25 
Alginat     
Direkter Membraneinschluss 
- --- 0 
Co-Immobilisierung mit TMOS 
+ ++ 1,89 
- = geringe Stabilität bzw. Proteinrückhaltung +-+++ = gute bis hohe Stabilität bzw. Proteinrückhaltung 
 
Als Ergebnis der Immobilisierungen zeigten die Acrylamid-Membranen mit direktem 
Einschluss die besten Eigenschaften bezüglich mechanischer Stabilität und 
Proteinrückhaltung bei guter Aktivität der Immobilisate. Aufgrund dieser Ergebnisse wurden 
die weiteren Versuche zur Immobilisierung nur mit den Acrylamid-Membranen, die durch 
direkten Membraneinschluss hergestellt wurden, durchgeführt.  
3.8.3 Aufbau des Biosensors mit Acrylamid-Immobilisaten  
Im Folgenden sollten die Acrylamid-Immobilisate optimiert und bezüglich einer 
biosensorischen Anwendung genauer untersucht werden. Die Auswertungen erfolgten 
ausschließlich nach der kinetischen Methode, so dass als vergleichender Parameter die 
Sauerstoffverbrauchsrate zugrunde gelegt wurde.  
Versuche zur Beladungsoptimierung  
Zur Optimierung der Acrylamid-Immobilisate wurde die Beladung der Immobilisate variiert. 
Abb. 51 zeigt die Aktivität der Immobilisate mit vier verschiedenen Enzymbeladungen. Es 
wird deutlich, dass ab einer Enzymbeladung von 0,4 U pro Membran keine  nennenswerte 
Steigerung der Phenolhydroxylase-Aktivität mehr erzielt werden konnte. 
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Abb. 51 Aktivität der Acrylamid-Membranen in Abhängigkeit von der Enzymbeladung  
Die Membranen wurden in den enzymatischen Test nach Standardbedingungen (200 µM NADH, 1 mM 
Phenol, pH 7,8 und 50° C) eingesetzt. 
 
Einfluss des pH-Wertes und der Temperatur auf das Biosensorsignal 
Die Bestimmung der optimalen Parameter für das Signal des Biosensors erfolgte durch 
Messung in der Sauerstoffmesszelle. Der immobilisierte Phenolhydroxylase-Komplex zeigte 
einen nahezu identischen Aktivitätsverlauf bei verschiedenen pH-Werten. Die höchste 
Sauerstoffverbrauchsrate wurde bei einem pH-Wert von 7,8 erzielt. Ebenso konnte die 
Sauerstoffverbrauchsrate mit zunehmender Temperatur gesteigert werden. Messung über 
45° C waren aufgrund möglicher Inaktivierung der Sensorschicht durch hohe Temperaturen 
nicht möglich, so dass ein Temperaturoptimum nicht bestimmt wurde. 
Einfluss der verwendeten Puffer auf das Biosensorsignal 
Im Hinblick auf die Anwendung als Biosensor sollte getestet werden, welchen Einfluss 
verschiedene Pufferbestandteile auf das Biosensorsignal haben. Hierzu wurden vier gängige 
Puffer verwendet. Alle Puffer wurden in einer Konzentration von 50 mM in Bezug auf ihre 
Pufferkomponente und einem pH-Wert von 7,8 eingesetzt. Abb. 52 zeigt das Biosensorsignal 
in Abhängigkeit vom gewählten Puffer. Die höchste Aktivität wurde mit dem 
Kaliumphosphatpuffer (Abb. 52 1) erzielt. Die übrigen Puffer sind aufgrund der verbleibenden 
Aktivität ebenfalls für biosensorische Messungen geeignet. 
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Abb. 52 Sauerstoffverbrauchsrate der Acrylamid-Immobilisate bei verschiedenen Puffern im 
Messansatz 
1) Kaliumphosphatpuffer, 2) Natriumphosphatpuffer, 3) Tris-HCL- und 4) PBS-Puffer. 
 
Einfluss der NADH-Konzentration auf das Biosensorsignal 
Im Falle des löslichen Phenolhydroxylase-Komplexes wurde festgestellt, dass NADH-
Konzentrationen ab 250 µM hemmend auf die Aktivität wirkten (Kap. 3.6.6).  
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Abb. 53 Biosensorsignal bei variablen NADH-Konzentrationen 
Die NADH-Konzentration variierte zwischen 100–800 µM, ansonsten wurde unter Standard-
bedingungen gemessen.  
Für den immobilisierten Phenolhydroxylase-Komplex sollte getestet werden, mit welcher 
NADH-Konzentration bei konstanter Phenolkonzentration das höchste Biosensorsignal 
erreicht werden konnte. Abb. 53 zeigt den Einfluss verschiedener NADH-Konzentrationen 
auf die Sauerstoffverbrauchsrate. 
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Arbeits-, Lagerstabilität und Reproduzierbarkeit der Immobilisate 
Zur Beurteilung der Stabilität der Acrylamid-Phenolhydroxylase-Membranen wurden diese 
wiederholt in der biosensorischen Messapparatur eingesetzt. Die zwischenzeitliche Lagerung 
erfolgte bei 4° C in 50 mM Kaliumphosphatpuffer (pH 7,8). Nach 30 Tagen konnte ein 
Aktivitätsverlust von maximal 3 % gemessen werden, dies liegt nicht signifikant über der 
Standardabweichung bei wiederholten Messungen. Bei aufeinanderfolgenden Messungen 
wurde nach 15 Messungen ein Aktivitätsverlust von 7,8 % gegenüber den Anfangswerten 
gemessen. Ebenso verlängerte sich die Regenerationszeit der Membranen, so dass 
zwischen den Messungen längere Pausenintervalle eingeschoben werden mussten. Bei drei 
Messungen täglich mit anschließender Lagerung bei 4° C konnten die Immobilisate über 
einen Zeitraum von 12 Tagen ohne einen Aktivitätsverlust eingesetzt werden. Da die 
Membranen alle aus einer identischen Membran ausgestanzt wurden, zeigten die Aktivitäten 
nur geringe Abweichungen untereinander. 
Kalibration des Biosensors 
Zur Quantifizierung unbekannter phenolischer Komponenten ist eine vorherige Kalibration 
des Biosensors notwendig.  
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Abb. 54 Kalibration des Biosensors mit variablen Phenolkonzentrationen 
Gemessen wurde in 8 mL 50 mM Kaliumphosphat pH 7,8 bei 45° C. Die NADH-Konzentration betrug 
200 µM.  
 
Die Kalibration in Abb. 54 zeigt die gemittelten Werte von drei Immobilisaten.Ein linearer 
Bereich konnte zwischen 0,6 und 56,2 µM mit einem Korrelationsfaktor von 0,994 festgelegt 
werden. Die niedrigste eingesetzte Phenolkonzentration resultierte in einer 
Sauerstoffverbrauchsrate von 0,616 µM min-1, dieser Wert ist ausreichend weit von der 
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Nachweisgrenze entfernt. Die Steigung der Regressionsgeraden betrug 
0,0925 µMSauerstoff min-1 pro µMPhenol. Über die nicht lineare Regressionsanalytik konnte der 
KM-Wert des Biosensors für Phenol mit  46,03 µM bestimmt werden. Die berechnete 
maximale Reaktionsgeschwindigkeit lag bei 9,3 µM min-1. 
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4 Diskussion 
4.1 Expression phenoloxidierender Enzyme aus 
G. stearothermophilus 
 
Wachstum und Bildung phenoloxidierender Enzyme 
In den letzten Jahrzehnten wurden nahezu alle thermophilen Bacillus-Isolate, die in der Lage 
sind, aromatische Verbindungen zu oxidieren, zu der Art B. stearothermophilus gezählt. 
Diese Einteilung wurde überwiegend ohne die Untersuchung der 16 sRNA und der 
Fettsäurezusammensetzung vorgenommen (MUTZEL et al. 1996). Der hier verwendete 
Stamm wurde daher bis zu Untersuchungen von NAZINA et al. (2001) als 
B. stearothermophilus bezeichnet, anschließend wurde er in Geobacillus stearothermophilus 
umbenannt. 
 
Die unter Kap. 3.1 vorgestellten Ergebnisse zeigen deutlich, dass ein hohes Angebot an 
Nährstoffen (Kohlenstoff- und Stickstoffquellen) zwar das Zellwachstum begünstigt, aber die 
Ausbeute an phenoloxidierenden Enzymen erheblich minimiert. Die Schüttelkolben-versuche 
mit Glukose als zusätzlicher Kohlenstoffquelle zeigten sogar ein vermindertes Wachstum, 
während die Sporenbildung deutlich begünstigt wurde. Bei den Endosporen von 
G. stearothermophilus handelt es sich um Überdauerungsformen, deren Bildung von DRIKS  
(2002) als Reaktion auf ungünstige Milieubedingungen beschrieben wird. Genauer 
untersucht wurde der Prozess der Sporenbildung bisher nur bei B. subtilis (YUDKIN 1993, 
LINDSAY et al. 2005). Für thermophile Bacillus-Arten ist der Prozess noch nicht näher 
beschrieben. Die vermehrte Sporenbildung bei Wachstum auf Glukose könnte hier aber 
durch eine Sauerstofflimitierung im Schüttelkolben und/oder durch die Bildung organischer 
Säuren erklärt werden. Der verwendete isolierte Stamm ist nicht in der Lage, mit Phenol als 
einziger Energiequelle zu wachsen; zum Wachstum wird Hefeextrakt in geringer Menge 
benötigt (GURUJEYALAKSHMI und ORIEL 1989). Der gebildete 2-Hydroxymuconsäure-
Semialdehyd ist ein Indiz für den Abbau phenolischer Verbindungen nach dem Meta-
Abbauweg. Dies bedeutet, dass das zweite Enzym des Abbauweges eine Catechol-2,3-
Dioxygenase ist (BUSWELL 1975, BUSWELL und TWOMEY 1975). Im Fermentationsmedium 
kann nur etwas mehr als ein Prozent des theoretisch gebildeten 2-Hydroxymuconsäure-
Semialdehyds nachgewiesen werden, der größte Teil verbleibt vermutlich intrazellulär und 
wird dem weiteren Metabolismus zur Verfügung gestellt. Von SANTOS et al.  (2003) wurde für 
Graphium spec. ebenfalls eine Verminderung der Bildung von phenoloxidierenden Enzymen 
und somit ein geringerer Phenolmetabolismus in Anwesenheit von Glukose berichtet. Ab 
einer Glukosekonzentration von 0,075 % wurde die Induktion phenoloxidierender Enzyme 
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vollständig reprimiert. Diese Beobachtungen unterstützen die hier aufgestellte These, dass 
ein hohes alternatives Nährstoffangebot den Phenolmetabolismus und die Induktion der 
verantwortlichen Enzyme unterdrücken. Versuche zum Wachstum auf nährstoffreichen 
Medien mit anschließender Induktion durch Phenol führten zur vermehrten Bildung von 
Sporen, aus denen keine aktiven phenoloxidierenden Enzyme gewonnen werden konnten. 
 
Ein in der Literatur häufig beschriebener Vorteil bei der Verwendung thermophiler 
Mikroorganismen ist eine hohe Wachstumsrate, die mit gut verstoffwechselbaren Substraten 
erzielt werden kann. Für thermophile Bacillus-Arten lassen sich in der Literatur 
Wachstumsraten von 3 h-1 finden. Für G. stearothermophilus werden Wachstumsraten von  
1,3 h-1 beschrieben (WORDEN et al. 1991). Wachstumsraten in dieser Größenordnung 
werden aber nur in Abwesenheit von Phenol mit nährstoffreichem Medium erzielt, bei 
Zugabe von Phenol mit einer Endkonzentration von 5 mM sinken diese stark ab. In der 
vorliegenden Arbeit konnte in phenolhaltigen Medien eine maximale Wachstumsrate von 
0,43 h-1 erzielt werden. Ein von MUTZEL et al. (1996) isolierter thermophiler Bacillus spec.-
Stamm zeigte eine maximale Wachstumsrate auf phenolhaltigem Medium von 0,2 h-1. Diese 
Wachstumsrate wurde ebenfalls bei einer Phenolkonzentration von 5 mM erzielt.    
Enzymatische Aktivitäten 
Catechol-2,3-Dioxygenase 
Für die Catechol-2,3-Dioxygenase konnte eine spezifische Aktivität im Rohextrakt nach 
Zellaufschluss von 46 mU mg-1 nachgewiesen werden. MILO et al. (1999) erzielten mit einer 
Catechol-2,3-Dioxygenase aus B. thermoleovorans eine ca. zehnfach höhere spezifische 
Aktivität von 0,4 U mg-1. ZHANG (1998) erreichte mit rekombinanter Expression aus 
G. stearothermophilus eine Aktivität von 5,5 U mg-1. Ebenfalls durch rekombinante 
Überexpression konnte mit einer Catechol-2,3-Dioxygenaseaus aus P. putida die höchste in 
der Literatur beschriebene spezifische Aktivität von 536 U mg-1 erzielt werden (KOBAYASHI et 
al. 1995), wobei bis zu 15 % des Gesamtproteins von der Catechol-2,3-Dioxygenase gebildet 
wurde. Die Expression als Hexahistidin-Fusionsprotein erleichtert die Aufreinigung durch die 
Affinitätschromatographie erheblich, so dass gegenüber der nativen Expression wesentlich 
höhere spezifische Aktivitäten durch die hochspezifische Aufreinigung erreicht werden. Bei 
der Expression aus dem Ursprungsorganismus werden in der Literatur ähnliche Werte wie in 
der vorliegenden Arbeit erzielt. MARS et al. (1997) erreichten bei der Expression aus 
P. putida ebenfalls eine Aktivität im Milliunitbereich.  
 
Das Temperaturoptimum lag sowohl für die Catechol-2,3-Dioxygenase wie für das 
Wachstum von G.stearothermophilus bei 55° C. Für die Catechol-2,3-Dioxygenase aus G. 
stearothermophilus FDTP-3 wurde ein Optimum von 65° C ermittelt (DONG et al. 1992). Bei 
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dieser Temperatur wurde mit dem hier vorliegenden Enzym jedoch kein Umsatz mehr 
gemessen. Ein noch höheres Optimum zeigt die Catechol-2,3-Dioxygenase aus B. 
thermoleovorans mit 70° C (MILO et al. 1999). Unerwartet war die geringe Stabilität des 
Enzyms, so betrug die Halbwertszeit in Lösung bei 25° C ca. 1,5 min. Dies ist für ein Enzym 
aus einem thermophilen Organismus, von dem man sich eigentlich eine erhöhte Stabilität 
erhofft (HAKI und RAKSHIT 2003, LASA und BERENGUER 1993), äußerst unbefriedigend. MILO 
et al. (1999) dokumentierten für die Catechol-2,3-Dioxygenase aus B. thermolevorans 
ebbenfalls eine geringe thermische Stabilität. In der Literatur wird häufig die Empfindlichkeit 
von aromatischen Dioxygenasen gegenüber molekularem Sauerstoff beschrieben, als Grund 
hierfür wird die Oxidation des zentralen Fe-II-Ions zu einem Fe-III-Ion angeführt 
(VAILLANCOURT et al. 2002, ELTIS und BOLIN 1996, KOJIMA et al. 1961). Die bewusste 
Oxidation des Eisens im aktiven Zentrum führte zum totalen Aktivitätsverlust (HASSETT et al. 
2000). Eine Reaktivierung des oxidierten  Enzyms ist durch Zugabe einer Fe II-Lösung 
(NOZAKI et al. 1968) oder eine Stabilisierung durch die Zugabe organischer Lösungsmittel 
(NOZAKI et al. 1963, BERTINI et al. 1994) möglich. Eine um den Faktor 100 erhöhte Stabilität 
erreichten FERNANDEZ-LAFUENTE et al.  (2000) durch die Immobilisierung der Catechol-2,3-
Dioxygenase. Diese wurde an Glyoxyl-Agarose gebunden, die daraus resultierende 
Stabilisierung der Enzymstruktur vermindert die chemische Inaktivierung.  
 
Phenolhydroxylase 
Die maximale spezifische Aktivität der nativen aufgereinigten Phenolhydroxylase betrug 
68 mU mg-1. Die Gesamtausbeute der Fermentation im 10-L-Maßstab war mit 35 U ebenfalls 
sehr gering. NEUJAHR und GAAL (1973) erreichten mit der eukaryotischen Phenolhydroxylase 
aus T. cutaneum im Rohextrakt eine spezifische Aktivität von 0,3 U mg-1, die durch weitere 
Aufreinigungsschritte auf 8,3 U mg-1 gesteigert werden konnte. Von METZGER et al.  (1998)  
wurden mit dem hier beschriebenen G. stearothermophilus-Stamm ähnliche Ergebnisse 
erreicht, die maximale spezifische Aktivität betrug 85 mU mg-1. Mit den Versuchen zur 
Aufreinigung des nativen Enzyms konnte eine Abtrennung von Fremdproteinen und somit 
von unerwünschten Nebenaktivitäten, wie der NADH-Reduktase-Aktivität in Abwesenheit von 
Phenol, nicht realisiert werden.  
 
Die Expression der Phenolhydroxylase aus G. stearothermophilus führte zu 
Enzympräparaten, die für einen biosensorischen Einsatz nur bedingt geeignet gewesen 
wären. Durch Aufreinigungsversuche konnte diese Tatsache nicht wesentlich verbessert 
werden. In der Literatur wurden für die Catechol-2,3-Dioxygease erhebliche Verbesserungen 
bezüglich Aktivität und Aufreinigung durch die rekombinante Herstellung erzielt. Ausgehend 
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von der bekannten Phe A-Sequenz sollten die Grundlagen für die rekombinante Herstellung 
der Phenolhydroxylase geschaffen werden.  
4.2 Organisation und Sequenzaufklärung des Phenol-Clusters von 
G. stearothermophilus 
In Kap. 3.2 sind die Ergebnisse des Genome-Walkings mit anschließender 
Datenbankanalyse der Fragmente dargestellt. Im Gegensatz zu den Phenol-Clustern 
anderer thermophiler Bacillen liegt die Sequenz für die Catechol-2,3-Dioxygenase (Phe B) 
nicht in 5`-Richtung folgend auf die Sequenz der Phenolhydroxylase (Phe A1 und Phe A2). 
Einen solchen Aufbau des Gen-Clusters, das in der Reihenfolge dem Auftreten der Enzyme 
im Katabolismus entspricht, wird bei DUFFNER et al. (2000) beschrieben. Somit konnte auch 
der von KIM und ORIEL (1995) vermutete Aufbau des Phenol-Clusters widerlegt werden. In 
der Arbeitsgruppe Biosensorik konnte die Sequenz des Phenol-Clusters durch weitere 
Genome-Walking aufgeklärt werden. Abb. 55 zeigt die endgültige Gensequenz, die ermittelt 
und in der NCBI-Datenbank4 abgelegt wurde.  
 
fdx 
Abb. 55 Gesamtes Phenol-Cluster aus G. stearothermophilus 
Phe B Catechol-2,3-Dioxygenase, Phe A1 Phenolhydroxylase (große Komponente), Phe A2  
Phenolhydroxylase (kleine Untereinheit), fdx Ferredoxin, Phe R  vermutlicher Regulator des 
Phenolkatabolismus, Phe D 2-Hydroxypenta-2,4-Dienoat-Hydratase, Phe E Acetaldehyd-
Dehydrogenase, Phe F 4-Hydroxy-2-oxovalerat-Aldolase, Phe G 4-Oxalcrotonate-Decarboxylase. 
 
Die gefundene Phe A2-Sequenz zeigte bei datenbankgestützten Sequenzanalysen sehr 
große Homologien zu den kleinen Komponenten der Phenolhydroxylase aus anderen 
Organismen und zu Flavin-Reduktasen, die die gleiche Reaktion katalysieren (s. Tab. 14). 
Dies deutete daraufhin, dass die Phenolhydroxylase aus G. stearothermophilus entgegen 
                                                
4 http://www.ncbi.nlm.nih.gov DQ146476 Jaentges, U.K., Omokoko, B., Wilkening, U., Reiss, M., Zimmermann, M. 
und Hartmeier, W.. 
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der in der Literatur publizierten These aus mehr als einer Komponente besteht (KIM und 
ORIEL 1995). Die funktionelle Beziehung beider Enzyme und die tatsächliche Funktion der 
kleinen Komponente der Phenolhydroxylase wurde in der vorliegenden Arbeit genauer 
untersucht. Durch diese Erkenntnisse können alle aus thermophilen Bacillen stammende 
Phenolhydroxylasen als Zweikomponenten-Systeme eingestuft werden (DUFFNER und 
MULLER 1998, DUFFNER et al. 2000, KIRCHNER et al. 2003). Trotz dieser Gemeinsamkeit zeigt 
die Phe A1-Komponente keinerlei Homologie zu bekannten Phenolhydroxylasen, so dass 
über evolutionäre Verwandtschaftsgrade keine Zuordnung zu Phenolhydroxylasen, wie es für 
Extradiol-Oxygenasen (z.B. Catechol-2,3-Dioxygenasen) von ELTIS und BOLIN (1996) 
durchgeführt wurde, realisiert werden kann. Da die Phenolhydroxylase aus 
G. stearothermophilus somit nicht zu den Monokomponenten-Phenolhydroxylasen gezählt 
werden kann, verbleiben nur noch wenige bakterielle Phenolhydroxylasen, die als 
Monokomponenten-Enzyme gelten. Die Arbeiten, die diese Enzyme beschreiben, legten ihr 
Hauptaugenmerk jedoch nicht auf die molekularen Struktur und arbeiteten mit nur teilweise 
aufgereinigten Enzympräparaten. Möglicherweise würden genauere Untersuchungen 
dermolekularen Struktur von hochreinen Enzymen darauf hindeuten, dass auch diese 
Enzyme aus mehr als einer Komponente bestehen und Monokomponenten-
Phenolhydroxylasen ausschließlich bei Eukaryoten anzutreffen sind. Diese Aussage ist aber 
spekulativ und muss durch die Untersuchung entsprechender Enzyme verifiziert werden.   
 
Der zweite neu entdeckte Leserahmen (fdx) codiert vermutlich für ein Ferredoxin oder ein 
Ferredoxin-ähnliches Protein. Diese Übereinstimmung konnte aufgrund der Analyse der 
funktionellen Gruppen (2 Fe-2S-Cluster) gefunden werden. Betrachtet man den Aufbau der 
Phenol-Cluster übriger thermophiler Bacillen, wird kein Ferredoxin oder Ferredoxin- 
ähnliches Protein direkt beschrieben (DONG et al. 1992, DUFFNER et al. 2000). Jedoch bei 
genauer Betrachtung der Gensequenz von DUFFNER et al. (2000) wird ein kleiner nicht 
identifizierter Leserahmen deutlich, der in Position und Größe mit dem hier beschriebenen 
übereinstimmt. Es könnte sich ebenfalls um ein Ferredoxin oder ein Protein mit ähnlichen 
Domänen handeln.  
 
Die Phenol-Cluster von Pseudomonaden und Ralstonia spec. enthalten meistens die 
Gensequenz für ein Ferredoxin oder ein Ferredoxin-ähnliches Protein. Bei HINO et al. (1998) 
wird das Gen für ein entsprechendes Protein mit POX G bezeichnet und folgt unmittelbar auf 
die Gene, die für die Phenolhydroxylase codieren. Dies korreliert mit dem unter Kap. 1.3 
beschriebenen Aufbau, bei dem neben einer Oxygenase und einer Reduktase auch eine 
elektronenvermittelnde Komponente vorhanden ist. Ein ähnliches Protein mit dieser Funktion 
wird auch bei HUGO et al. (1998) für Pseudomonaden beschrieben. Dort befindet sich die 
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Sequenz unmittelbar vor der Sequenz für die Catechol-2,3-Dioxygenase. Das Ferredoxin 
dient zur Reduktion des Eisenzentral-Ions der Catechol-2,3-Dioxygenase (HUGO et al. 1998) 
und soll somit oxidierte Enzyme wieder in die reduzierte aktive Form zurückführen.  
 
Der Leserahmen Phe R, der vermutlich für ein regulatorisches Enzym des 
Phenolkatabolismus codiert, folgt unmittelbar auf die Sequenz des vermutlichen Ferredoxins 
(fdx). Dieses regulatorische Protein ist nicht zu verwechseln mit den regulatorischen 
Proteinen aus Pseudomonaden, die regulatorisch zwischen der Oxidase- und Reduktase-
Komponente der Phenolhydroxylase vermitteln (KUKOR und OLSEN 1990). Bei thermophilen 
Bacillen konnte bisher kein derartiges regulatorisches Protein identifiziert werden. 
Entsprechende Proteine sind in Pseudomonaden und Comamonaden anzutreffen (SHINGLER 
et al. 1989). Die Expression des gesamten dmp-Operons, das in Pseudomonas spec. CF 
600 die Gene für den Phenolabbau beinhaltet, unterliegt der Kontrolle des phenolsensitiven 
transkriptionellen Regulators Dmp R. Ähnlich verhält es sich mit der Expression der aph-
Gene, die dem dmp-Operon bei C. testosteroni TA441 entsprechen und durch den Regulator 
Aph R kontrolliert werden (ARAI et al. 2000). 
 
Die Sequenz für die Catechol-2,3-Dioxygenase (Phe B) liegt vor der Sequenz für die 
Phenolhydroxylase-Komponenten (Phe A1 und Phe A2) und ist somit das erste  Strukturgen 
des Phenol-Clusters. Ungewöhnlich erscheint, dass die Sequenz der Phenolhydroxylase als 
erstes Enzym des Phenolkatabolismus erst an zweiter Stelle des Phenol-Clusters steht. Ein 
derartiger Aufbau ist bei keinem der beschriebenen Phenol-Cluster dokumentiert. Bei 
Comamonas testosteroni  (ARAI et al. 2000) liegen die Gene für den Phenolabbau nach dem 
Meta-Abbauweg nicht in einem Cluster, sondern sind in zwei verschiedenen Operonen 
organisiert. Die Gene für die Phenolhydroxylase und Catechol-2,3-Dioxygenase liegen in  
einem Operon und die Gene für den weiteren Abbau in einem zweiten Operon. Durch den 
Nachweis der Catechol-2,3-Dioxygenase kann eindeutig belegt werden, dass der 
Phenolabbau bei G. stearothermophilus über den Meta-Abbauweg verläuft. Die dem 
vermutlichen Regulator (Phe R) folgenden Leserahmen (Phe D – Phe G) codieren für die 
Enzyme der weiteren Abbauschritte des Phenolkatabolismus. Diese Enzyme sind zwar 
teilweise bei Abbauwegen anderer Mikroorganismen bekannt und ausreichend 
charakterisiert, stellen aber aufgrund ihrer Herkunft aus einem thermophilen Organismus 
noch interessante Untersuchungsobjekte für potentielle industrielle Anwendungen dar.  
 
Durch die Sequenzermittlung und anschließenden Datenbankuntersuchungen dieser Arbeit 
konnten 11500 Basenpaare der Nukleotidsequenz aus G. stearothermophilus identifiziert 
und strukturell analysiert werden. Damit ist dieses Phenol-Cluster eines der strukturell am 
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besten in der Literatur beschriebenen. Durch die Analyse der verschiedenen Gensequenzen 
wurde die Basis für die Klonierung, Überexpression und Modifikation der jeweiligen Enzyme 
gelegt.  
4.3 Klonierung und Expression der Phenolhydroxylase-
Komponenten 
Durch die Erstellung von Expressionssystemen für die Phenolhydroxylase-Komponenten 
wurden diese einzeln und als Tandemkonstrukt exprimiert. Durch das Einfügen der Sequenz 
für ein His6-tag sollte die Aufreinigung vereinfacht werden.  
Phe A1 (Oxygenase-Komponente) 
Die exprimierten Phe A1-Konstrukte zeigten eine Größe von 44 kDa, dies entspricht der 
nativen Phenolhydroxylase aus G. stearothermophilus (GURUJEYALAKSHMI und ORIEL 1989). 
Konstrukte mit ausschließlich N-terminalem His6-tag hatten eine Phenolhydroxylase-Aktivität 
von 3-6 mU mg-1. KIRCHNER et al. (2003) erzielten mit einer rekombinanten 
Phenolhydroxylase (Phe A1-Komponente) aus G. thermoglucosidasius ebenfalls ohne 
Zugabe der Phe A2-Komponente eine spezifische Aktivität von 56 mU mg-1. Aufgrund der 
Sequenzanalysen, die auf eine Zweikomponenten-Phenolhydroxylase hinwiesen, erscheint 
dieses Ergebnis mit nur einer Komponente als ungewöhnlich, da zur Phenolhydroxylase- 
Aktivität beide Komponenten benötigt werden. Nach der Aufreinigung, bei der ausschließlich 
Proteine mit His6-tag isoliert wurden, konnte keine Phenolhydroxylase-Aktivität mehr 
gemessen werden. Dies führte zu der Vermutung, dass in dem verwendeten E. coli-
Expressionsstamm DH5α eine Flavin-Reduktase vorhanden sein muss, die die Funktion der 
Phe A2-Komponente übernimmt und somit als FAD-Reduktase fungiert. Die Übernahme der 
Reduktase-Funktion durch ein E .coli-eigenes Protein wird auch bei KIRCHNER et al. (2003) 
für eine thermophile Phenolhydroxylase und bei GALAN et al. (2000) für eine 
4-Hydroxyphenylacetat-3-Monooxygenase beschrieben. Der allgemeine Aufbau von 
bakteriellen Monooxygenasen, bestehend aus Oxygenase- und Reduktase-Komponente, 
und die vorliegenden Ergebnisse legen den Schluss nahe, dass die Reduktase-
Komponenten von Oxygenase-Systemen anderer Substrate mit genutzt werden und somit 
nahezu ubiquitär sind.     
 
Die erstellten Konstrukte mit einem C-terminalen His6-tag zeigten keine Aktivität. Durch 
Sequenzierung der jeweiligen Konstrukte konnte ein Unterschied der Sequenz durch 
Mutationen ausgeschlossen werden. Der einzige Unterschied zu den aktiven Phe A1-
Konstrukten bestand in der Stellung des His6-tag. Ein möglicher Grund für die nicht 
vorhandene Aktivität der Phenolhydroxylase mit C-terminalem His6-tag könnte die Störung 
der Interaktion zwischen Oxygenase- (Phe A1) und Reduktase-Komponente (Phe A2) sein, 
die durch ein C-terminales His6-tag begründet sein kann, so dass der Übergang der 
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Redoxäquivalente nicht mehr vollzogen werden kann. Zwischen dem Phe A1 ohne und mit 
N-terminalem His6-tag bestand kein signifikanter Aktivitätsunterschied. So konnte 
angenommen werden, dass ein His6-tag an dieser Position weder die Aktivität, noch die 
Interaktion des Phenolhydroxylase-Komplexes beeinflusst. Die Phe A1-Komponente konnte 
mit dem vorliegenden System sehr gut überexprimiert werden und, sofern sie mit einem His6-
tag versehen war, auch bis zur Homogenität durch die Ni-NTA-Affinitätschromatographie 
aufgereinigt werden. Dies stellte einen erheblichen Vorteil gegenüber der Expression mit 
G. stearothermophilus dar, da bei der Expression kein Kompromiss mehr zwischen der 
Menge an Biomasse und der Aktivität der zu gewinnenden Enzyme eingegangen werden 
musste und erstmals ein effektives und reproduzierbares Verfahren zur Aufreinigung der Phe 
A1-Komponente ermittelt wurde. 
 
Nach der Aufreinigung konnte mit der Phe A1-Komponente keine Phenolhydroxylase-
Aktivität mehr nachgewiesen werden. Dies kann durch die Abtrennung der E. coli 
Reduktase-Komponente während der Aufreinigung erklärt werden. Durch fehlende 
Reduktase-Komponente bleibt die Bereitstellung von Reduktionsäquivalenten aus, die von 
der Phe A1-Komponente zur Oxidation phenolischer Substrate benötigt werden. Dies erklärt, 
warum bisherige Versuche zur Aufreinigung des Enzyms aus G. stearothermophilus, die 
unter der Annahme eines Monokomponenten-Enzyms erfolgten, keine verwertbaren 
Ergebnisse aufwiesen. Bei der Aufreinigung, die meist in einem erheblichen oder totalen 
Aktivitätsverlust resultierte, wurden die beiden Komponenten Oxygenase (Phe A1) und 
Reduktase (Phe A2) unwissentlich getrennt. So wird bei METZGER et al. (1998) ein 
Aktivitätsverlust während der Aufreinigung durch ein nicht ausreichend gebundenes FAD 
erklärt. Wahrscheinlicher ist, dass nicht das FAD während der Aufreinigung abgetrennt 
wurde, sondern die Reduktase-Komponente (Phe A2), die das FAD trägt. So mussten 
mehrere Fraktionen einer Gelfiltration vereinigt werden, um die Aktivität der 
Phenolhydroxylase wiederherzustellen.  
 
Die rekombinante Bereitstellung von funktionellen Multikomponenten-Enzymen stellt meist 
eine Herausforderung dar. Häufig werden die einzelnen Komponenten separat exprimiert, 
aufgereinigt und anschließend vereinigt, wie es für Thioredoxin und die entsprechende 
Thioredoxin-Reductase bei TANAKA et al.  (2004) beschrieben ist. Zu diesem Zweck wurde in 
der vorliegenden Arbeit neben der Phe A1-Komponente auch die durch das Genome-
Walking ermittelte Phe A2-Komponente rekombinant hergestellt, um die Aktivität der 
Phenolhydroxylase zu komplementieren.  
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Phe A2 (Reduktase-Komponente) 
Die exprimierte Phe A2-Komponente zeigte mit C-terminalem His6-tag keine geringere 
Aktivität als die exprimierte Phe A2-Komponente ohne His6-tag. Da die Komponente mit C-
terminalem His6-tag bei der Aufreinigung gegenüber Komponenten ohne, bzw. mit N-
terminalem His6-tag erhebliche Vorteile aufweist, wurde nur dieses Konstrukt weiter 
verwendet. Die Vorteile liegen in einer einfachen Einschritt-Aufreinigung vollständig 
translatierter Proteine durch die Ni-NTA-Chromatographie. Das Enzym konnte erfolgreich 
überexprimiert und anschließend bis zur Homogenität aufgereinigt werden. Die ermittelte 
Größe von 19 kDa korrelierte mit der theoretischen und der Größe der Reduktase-
Komponente aus G. thermoglucosidasius. Das ermittelte Temperaturoptimum von 35° C ist 
für einen thermophilen Mikroorganismus außergewöhnlich gering. Das Temperaturoptimum 
der Reduktase-Komponente aus G. thermoglucosidasius liegt bei 53° C (KIRCHNER et al. 
2003). Ebenfalls erfolgreich konnte die Reduktase-Aktivität nachgewiesen werden, durch die 
gelöstes FAD in Anwesenheit von NADH reduziert werden konnte. Dies ist die Reaktion, die 
bei Monooxygenase-Komplexen von der Reduktase-Komponente übernommen wird. Einige 
derartige Flavin-Reduktasen sind in der Literatur beschrieben. Von OHSHIRO et al. (2004)  
wurde eine thermostabile Flavin-Reduktase aus Bacillus spec. DSM 411 aufgereinigt. Die 
aufgereinigte Reduktase Komponente wurde zur Bereitstellung von reduziertem FAD für eine 
Dibenzthiophen-Monooxygenase genutzt. In der vorliegenden Arbeit konnte die Reaktion der 
Monooxygenase durch die Zugabe von FAD, NADH und der Flavin-Reduktase-Komponente 
katalysiert werden. Problematisch bei derartigen Reaktionen ist, dass reduziertes FAD in 
Lösung aufgrund der Reduktion von molekularem Sauerstoff äußerst instabil ist, und somit 
nur ein geringer Teil des bereitgestellten reduzierten FAD der Monooxygenase-Aktivität zur 
Verfügung steht. Von LOUIE et al. (2003) wurde für eine 4-Hydroxyphenylacetat-3-
Monooxygenase die Vermutung einer Komplexbildung aus Reduktase- und Monooxygenase-
Komponente aufgestellt, so dass Elektronen direkt von der einen zur anderen Komponente 
getunnelt werden können. Dies konnte durch Experimente nicht bestätigt werden. Vielmehr 
wurde ermittelt, dass die Oxygenase-Komponente dieses Enzymkomplexes mit 70 nM einen 
sehr geringen KM-Wert für reduziertes FAD aufwies.  
 
Die Phe A2-Komponente als Flavin-Reduktase könnte ein nützliches Werkzeug bei der 
Suche nach weiteren interessanten Monooxygenasen sein. Bei der Expression und Isolation 
von Oxygenase-Komponenten, die letztlich das Substratspektrum des Komplexes 
bestimmen,  können die Reduktase-Komponenten und somit die Aktivität verloren gehen. 
Durch die Zugabe oder Co-Expression einer Reduktase-Komponente ist die Möglichkeit der 
Wiederherstellung und Identifikation der Monooxygenase-Aktivität  gegeben (FURUYA et al. 
2004). Auch kann die Phe A2-Komponente für Reaktionen genutzt werden, die reduziertes 
FAD benötigen.  
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Komplementierung der Phenolhydroxylase-Aktivität 
Die Phenolhydroxylase-Aktivität der Phe A1-Komponente nach der Aufreinigung konnte 
durch Zugabe der Phe A2-Komponente und lösliches FAD wiederhergestellt werden. Die 
Aktivität war mit 15 mU mg-1 sehr gering, weil Elektronen aus dem NADH nicht 
ausschließlich für die Oxygenase-Reaktion zur Verfügung standen, sondern auch zur 
Reduktion von gelöstem FAD verwendet wurden. Bei dieser Reaktion stellt sich keine 
Sättigung ein, da reduziertes FAD in Lösung Elektronen an molekularen Sauerstoff abgibt 
und zur erneuten Reduktion wieder zur Verfügung steht (Abb. 22). Die Phenolhydroxylase ist 
nur aktiv, wenn beide Komponenten, Phe A1 als Oxygenase und Phe A2 als Reduktase, 
vorhanden sind. Damit kann eindeutig belegt werden, dass entgegen den Ergebnissen von 
GURUJEYALAKSHMI und ORIEL (1989) und KIM und ORIEL (1995) die Phenolhydroxylase eine 
Zweikomponenten-Monooxygenase und nicht, wie beschrieben, ein monomerisches Enzym 
ist.  
 
Äußerst interessant ist der Mechanismus, mit dem die Phe A2-Komponente die 
Redoxäquivalente zur Oxidation von Phenol für die Phe A1-Komponente bereitstellt. Durch 
gelöstes NADH wird das als prosthetische Gruppe fest gebundene FAD der Phe A2-
Komponente reduziert. Diese überträgt die Elektronen auf gelöstes FAD und wird dadurch 
wieder oxidiert. Das gelöste, reduzierte FAD überträgt je eines der Elektronen über die 
Phe A1-Komponente auf das phenolische Substrat und auf Sauerstoff. Dieser Mechanismus 
wird auch bei KIRCHNER et al. (2003) für eine Phenolhydroxylase aus G. thermoglucosidasius 
beschrieben und als „Ping-Pong-Bi-Bi-Mechanismus“ bezeichnet.  
 
Versuche zur Oxidation von Phenol mit beiden Komponenten der Phenolhydroxylase ohne 
die Zugabe von gelöstem FAD zeigten keine messbare Aktivität. Um dies zu gewährleisten, 
hätte ein direkter Elektronenübergang von der einen Komponente zur anderen Komponente 
ohne Cofaktor möglich sein müssen. Dieses wurde theoretisch für eine 4-
Hydroxyphenylacetat-3-Monooxygenase unter der Annahme einer Komplexbildung beider 
Komponenten mit anschließendem metabolischen Tunneln der Elektronen postuliert (LOUIE 
et al. 2003). Diese Annahme konnte aber experimentell nicht belegt werden. Ein solcher 
Reaktionsmechanismus wäre gegenüber dem Elektronentransfer durch gelöstes FAD mit 
anschließender Reduktion von gelöstem Sauerstoff erheblich bevorzugt, da die Hälfte aller  
Elektronen zur Oxidation des Phenol zur Vefügung stehen . Es wurde vermutet, dass die 
einzelexprimierten Komponenten nicht zur Interaktion und somit zum direkten 
Elektronentransfer befähigt waren. Aus diesem Grund wurde die gleichzeitige Expression 
beider Komponenten in einem Wirtsorganismus als Tandemexpression durchgeführt.  
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Tandemexpression der Phenolhydroxylase 
Zur Tandemexpression wurde der gesamte DNA-Abschnitt von Phe A1 bis Phe A2 inklusive 
des intergenerischen Abschnitts in den Expressionsvektor und Expressionsstamm kloniert 
(Abb. 55). Die Translation der Phe A1-Komponente sollte, wie bei allen bisherigen 
Expressionen, über die Ribosomenbindestelle des Vektors erfolgen. Für die Translation der 
Phe A2-Komponente sollte die Geobacillus-Ribosomenbindestelle, die im intergenerischen 
Abschnitt acht Basenpaare vor der Sequenz des Phe A2 liegt, genutzt werden. Durch die 
Einzelexpression wurde bereits ermittelt, dass die Phe A1-Komponente mit einem N-
terminalen His6-tag und die Phe A2-Komponente mit einem C-terminalen His6-tag versehen 
werden konnten, so dass bei der Tandemexpression die Möglichkeit bestand, beide 
Komponenten mit einem His6-tag auszustatten. So konnten erstmals beide Enzyme aus 
einem Expressionsstamm mit einer Affinitätschromatographie bis zur Homologie aufgereinigt 
werden, dies wird in Abb. 26 deutlich. Durch die Tandemexpression mit anschließender 
gleichzeitiger Aufreinigung beider Komponenten konnte der Arbeitsaufwand gegenüber der 
Einzelexpression erheblich verringert werden. Ein Nachteil der Tandemexpression ist die 
geringe Expressionsrate der Phe A2-Komponente (Abb. 26). Dies kann möglicherweise 
durch eine geringere Affinität zur Geobacillus-Ribosomenbindestelle des E. coli-
Expressionssystems erklärt werden. KIRCHNER et al. (2003) hatten ein ähnliches System zur 
Co-Expression einer Zweikomponenten-Phenolhydroxylase entwickelt. Bei der Expression 
konnte aber keine Phe A2-Komponente nachgewiesen werden. Als Grund wurde die mit dem 
E. coli-Expressionsystem nicht kompatible Geobacillus-Ribosomenbindestelle angeführt. 
FURUYA et al. (2004) verwendeten erfolgreich ein Co-Expressionssystem zum Auffinden und 
zur Identifikation von unbekannten Oxygenase-Komponenten. Bei diesem System konnte 
kein direkter Elektronenübergang beobachtet werden, so dass für die volle Aktivität der 
Monooxygenasen lösliches FAD benötigt wurde. Im Gegensatz dazu konnte der 
Phenolhydroxylase-Komplex aus der Tandemexpression der Komponenten Phe A1 und Phe 
A2 die Oxidation von Phenol ohne gelöstes FAD katalysieren. Die Reaktion ist unter 
Abwesenheit von gelöstem FAD nur durch einen direkten Elektronenübergang von der Phe 
A2- auf die Phe A1-Komponente möglich. Dieser Vorgang ist in der Literatur bisher noch bei 
keiner rekombinant exprimierten Mehrkomponenten-Phenolhydroxylase beschrieben. Durch 
den direkten Elektronenübergang findet praktisch keine unspezifische NADH-Oxidation mehr 
statt. Ebenfalls wird kein molekularer Sauerstoff durch die Oxidation von reduziertem FAD 
reduziert. Dadurch erhält man mit diesem Phenolhydroxylase-Komplex ideale 
Voraussetzungen für die biosensorische Phenolanalytik, da jeglicher NADH- und 
Sauerstoffverbrauch auf die Oxidation von Phenol zurückzuführen ist. 
  
An diesem Punkt ist noch unklar, ob der Elektronenübergang durch die Interaktion beider 
Enzyme in Lösung oder durch die Bildung eines festen Enzymkomplexes ermöglicht wird. 
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Die Tatsache, dass bei der Aufreinigung, bei der nur die Phe A1-Komponente mit einem 
His6-tag versehen war, die Phenolhydroxylase-Aktivität verloren ging, lässt die erste 
Alternative als wahrscheinlicher erscheinen.  
 
Die erzielte spezifische Aktivität des Phenolhydroxylase-Komplexes aus der 
Tandemexpression nach der Aufreinigung war mit 167 mU mg–1 um das Zehnfache höher als 
bei der Einzelexpression mit anschließender Komplementierung. KIRCHNER et al. (2003) 
erzielten mit ihrem Phenolhydroxylase-Komplex unter Zugabe von gelöstem FAD eine 
maximale spezifische Aktivität, von 320 mU mg–1. Die Optimierung der 
Expressionsbedingungen sollte die spezifische Aktivität weiter steigern. Ein Nachteil der 
Tandemexpression war, dass wesentlich mehr Phe A1 als Phe A2 gebildet wurde (Abb. 26). 
Für den Phenolhydroxylase-Komplex sollte mindestens ein äquimolares Verhältnis beider 
Komponenten angenommen werden. Da dies aber für die Expression nicht zutreffend war, 
wurde die spezifische Aktivität durch zwar vorhandene, aber nicht funktionstüchtige Phe A1- 
Komponenten vermindert. 
4.4 Expressionsoptimierung im Erlenmeyerkolben 
Zur Etablierung einer Fermentationsstrategie mit möglichst hohen Zelldichten und hohen 
spezifischen Aktivitäten an Zielprotein wurden das Wachstum und die Expressionsleistung 
der verschiedenen E. coli-Klone im Schüttelkolbenmaßstab untersucht. Hierzu wurden 
verschiedene Medien verwendet, M9 als synthetisches Medium sowie LB und TFB mit 
Glyzerinzusatz als halbsynthetische Medien (ZHANG und GREASHAM 1999). Der Vorteil 
synthetischer Medien liegt in der Kenntnis der genauen Zusammensetzung des Mediums, 
ein Nachteil konnte in dieser Arbeit mit der erheblich längeren Anwachsphase in M9-Medium 
beobachtet werden (O'KENNEDY et al. 2000). Auf die Verwendung von Glukose als 
Supplement wurde nach ersten Versuchen verzichtet, da vermehrt Acetat gebildet wurde. 
Dies deckt sich mit den Beobachtungen von RIESENBERG und GUTHKE (1999) bei 
Hochzelldichtefermentationen von E. coli. Acetat hemmt ab einer Konzentration von 2 g L-1 
das Wachstum und beeinflusst die Proteinbildung (LULI und STROHL 1990). Die 
Acetatbildung tritt nicht nur unter anaeroben Bedingungen auf, sondern wurde von KLEMAN 
und STROHL (1994) auch bei hohen Wachstumsraten aufgrund von Substratüberschuss 
beobachtet. Aus diesen Gründen wurde nach den anfänglichen Versuchen zur Expression 
nur Glyzerin als Supplement verwendet.  
Phe A1 
Für die Phe A1-Komponente resultierte die Expression bei gesteigerter Temperatur in einer 
Verringerung der spezifischen Aktivität. Bei einem Temperaturanstieg vollzieht sich die 
Translation und die anschließende Proteinfaltung  ebenfalls mit höherer Geschwindigkeit. 
Dies bedingt möglicherweise eine nicht korrekte Faltung der Enzyme, so dass die Aktivität 
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oder die Interaktion mit den Substraten verringert wird. Die höchste spezifische Aktivität wird 
auf LB-Medium mit 1,5 % Glyzerinzusatz bei einer Induktionsdauer von 6 h bei 28° C 
erreicht. Die Phe A1-Komponente weist in der Aminosäuresequenz relativ viele hydrophobe 
Bereiche auf, so dass bei langer Induktionsdauer sehr viel Phe A1 intrazellulär in einer 
hydrophilen Umgebung gebildet wird. Bei langen Induktionszeiträumen konnte auch die 
Bildung von Proteinaggregaten beobachtet werden. Möglich ist, dass ab einer kritischen 
intrazellulären Phe A1-Konzentration die hydrophoben Bereiche der Proteine 
Wechselwirkungen eingehen und Aggregate bilden. Auf die Möglichkeit und Untersuchung 
der Renaturierung der Proteinaggregate wurde verzichtet, da das Hauptaugenmerk auf die 
Expression löslicher Proteine gelegt wurde. Eine weitere Alternative wäre die Entwicklung 
eines Expressionssystems mit einer Leadersequenz, durch die die Enzyme ins Periplasma 
ausgeschleust werden können (BANEYX 1999).   
Phe A2 
Die Expression kleiner Proteine in E. coli ist häufig mit Problemen behaftet. CHOI und LEE 
(1997) haben die Produktion eines Wachstumsfaktors mit einer ähnlichen Größe wie die 
Phe A2-Komponente durch Variation der Kulturbedingungen optimiert. Durch die hier 
durchgeführten unterschiedlichen Expressionsbedingungen variierten die spezifischen und 
volumetrischen Aktivitäten zwischen 10 mU mg-1 und 270 mU mg-1 bzw. 50 mU mL-1 und 
3500 mU mL-1  (Abb. 30). Die höchsten Aktivitäten wurden im Gegensatz zur Phe A1-
Komponente bei Induktionstemperaturen von über 30° C erzielt. Die höchste volumetrische 
Aktivität ergab sich bei einer langen Induktionsdauer auf dem TFB-Medium. Die Phe A2-
Komponente trägt ein FAD-Molekül als prothetische Gruppe. Vermutlich trägt das TFB-
Medium aufgrund seines Nährstoffangebotes zur ausreichenden Bereitstellung des FAD und 
somit zu einer hohen Expressionsausbeute bei. Aus der Einzelexpression beider 
Komponenten ließen sich keine übereinstimmenden Parameter für die Expression des 
Tandems ableiten, so dass die Expression als Tandem-Komplex durch Variationen der 
Kulturbedingungen ebenfalls optimiert werden musste. Für die Phe A2-Komponente war die 
Expressionsoptimierung aber durchaus sinnvoll, da sie wie in Kap. 4.3 auch als Einzel-
Enzym einsetzbar ist.  
Tandemkomplex 
Zur Expression der Phenolhydroxylase als Tandemkomplex liegen keine vergleichbaren 
Daten in der Literatur vor, da dies in der vorliegenden Arbeit erstmals erfolgreich realisiert 
wurde. Die Aktivitäten sind höher als bei der alleinigen Expression der Phe A1-Komponente. 
jedoch nicht so hoch wie erwartet. Die Aktivität der Phe A1-Komponente wurde bei der 
Einzelexpression unmittelbar nach Zellaufschluss gemessen, die Funktion der Phe A2-
Komponente wurde von der E. coli-eigenen Flavin-Reduktase übernommen. Der 
Tandemkomplex hingegen wurde nach Zellaufschluss noch über die Ni-NTA-
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Gravitationssäule aufgereinigt. Die Verwendung von Gravitationssäulen hat 
höchstwahrscheinlich zur Verminderung der erwarteten Aktivitäten beigetragen, da diese 
zwar einen hohen Probendurchsatz gewährleistet, aber nicht so schnell, enzymschonend 
und zuverlässig ist wie die FPLC-Anwendung. Die Ergebnisse sind deshalb nur als Hinweis 
zum Vergleich der verschiedenen Expressionsbedingungen und weniger als absolute 
Referenz zu verstehen. Für den Tandemkomplex ließ sich, ähnlich wie für die Phe A1-
Komponente, eine mittlere Expressionsdauer und niedrige Induktionstemperaturen als 
besonders aktivitätsfördernd ableiten. Für den biosensorischen Einsatz schien, basierend auf 
den erzielten Ergebnissen, der Phenolhydroxylase-Komplex aus der Tandemexpression am 
besten geeignet. Da bei den Versuchen im Schüttelkolben keine ausreichende 
Sauerstoffversorgung und kein konstanter pH-Wert gewährleistet werden konnten, wurde 
eine Expressionsoptimierung in Bezug auf  Medienzusammensetzung und Fermentations-
strategie im 5-L-Maßstab durchgeführt.  
4.5 Expression im Fermenter 
Ansatzweise Kultivierung 
Die ansatzweisen Kultivierungen wurden im 5-L-Maßstab durchgeführt. Die Kultivierung fand 
bei 37° C statt, zur Induktion wurde die Temperatur auf 28° C abgesenkt, um eine akkurate 
Proteinfaltung zu ermöglichen und die Bildung von Proteinaggregaten (Inclusion Bodies) zu 
vermeiden (BANEYX 1999). Bei der Expression in M9-Medium, als synthetisches 
Kulturmedium, war die Lag-Phase gegenüber dem LB-Medium mit bzw. ohne Glyzerinzusatz 
deutlich verlängert. Dennoch konnte aus einer 5-L-Fermentation mit M9-Medium mit 1098 U 
die höchste Ausbeute an aktiver Phenolhydroxylase erzielt werden. Die spezifische Aktivität 
lag vor der Aufreinigung mit 0,31 U mg-1 auch deutlich höher als bei den beiden anderen 
Kulturmedien. Aufgrund der unterschiedlichen Lag-Phasen blieb die Produktivität mit 
14,53 U h-1 L-1  jedoch deutlich hinter den übrigen mit 18,6 U h-1 L-1 (LB) und 19,8 U h-1 L-1 
(LB 1,5% Glyzerin) zurück. Durch die Verwendung von synthetischen Medien werden 
bessere Produktausbeuten erreicht, jedoch ist aufgrund des verlangsamten Wachstums die 
Produktivität geringer. Dieses Phänomen wurde bereits von ZHANG und GREASHAM  (1999) 
beschrieben. Die gewählte Strategie zur Expression muss somit immer abhängig von den 
entscheidenden Produktionsfaktoren und Anforderungen gewählt werden.  
 
Sehr deutlich ist der Unterschied der erzielten Aktivitäten beim Vergleich von Schüttelkolben 
und Fermenter. Durch die Steuerung verschiedener Parameter während der Fermentation 
(pH-Wert und pO2) wurden die Ausbeute sowie die spezifische und volumetrische Aktivität 
erheblich gesteigert. Bei der Kultivierung im Schüttelkolben konnte eine maximale 
spezifische Aktivität von 10 mU mg-1 erzielt werden, im Fermenter hingegen wurde mit 
310 mU mg-1 eine um den Faktor 31 höhere spezifische Aktivität erreicht. Als Hauptursache 
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für die verbesserte Ausbeute ist die im Fermenter wesentlich höhere Zelldichte zu sehen. Bei 
der gesteuerten Kultivierung im Fermenter wurde u.a. eine optimale Sauerstoffversorgung 
gesichert. Im Schüttelkolben hingegen konnte nicht verhindert werden, dass die 
Sauerstoffkonzentration unter den für E. coli kritischen Wert von 0,25 mg L-1 fiel (BAILEY 
1986). LOSEN et al. (2004) erzielten beispielsweise bei der Kultivierung eines 
E. coli-Expressionsstammes im Schüttelkolben mit TFB-Medium gegenüber 
unsupplementiertem LB-Medium die fünffache Menge an Biomasse, jedoch wurde während 
der Kultivierung eine Sauerstofflimitierung beobachtet.  
 
Die Aufreinigung des Phenolhydroxylase-Komplexes konnte, wie bereits beschrieben, durch 
die Ni-NTA-Affinitätschromatographie realisiert werden. Bei der Bilanzierung der Aktivitäten 
während der Aufreinigung kam es jedoch zu Abweichungen, die nicht vollständig eliminiert 
werden konnten. Zum einen ist bei der Aktivität, die im Rohextrakt ermittelt wurde, nicht zu 
quantifizieren, inwieweit diese durch die E. coli endogene Flavin-Reduktase beeinflusst 
wurde. Zum anderen hat das bei der Ni-NTA-Affinitätschromatographie verwendete Imidazol 
in hoher Konzentration einen hemmenden Einfluss auf die Phenolhydroxylase-Aktivität. Aus 
diesen Gründen sollten als absolute Referenz nur die Werte für die Aktivitäten nach der 
Ultrafiltration betrachtet werden.  
Kultivierung im Zulaufverfahren 
Fermentationen im Zulaufverfahren werden bei Substratinhibierung oder zur 
Produktivitätssteigerung von Prozessen eingesetzt. Hochzelldichteverfahren zur 
Fermentation von E. coli sind in der Literatur zahlreich beschrieben (RIESENBERG und 
GUTHKE 1999). Produkte dieser Fermentationen sind z.B. Antikörper (HORN et al. 1996), 
Speicherstoffe (WANG und LEE 1998) und Enzyme (MIKSCH et al. 1997). Die Fermentationen 
wurden mit dem synthetischen M9-Medium und dem LB-Vollmedium jeweils mit 1,5 % 
Glyzerinzusatz durchgeführt. Gegenüber den ansatzweisen Fermentationen wurden drei 
Phasen unterschieden, zwischen der Batch- und Induktionsphase wurde die Fed-Batch-
Phase eingefügt. Diese wurde in der Regel gestartet, wenn das Nährstoffangebot 
wachstumslimitierend wurde. Die Zugabe der Nährlösung erfolgte mit einer festen Zulaufrate. 
Durch die Fed-Batch-Phase wurden optische Dichten von über 40 erreicht. Bei der 
Fermentation mit LB-Medium als Basis konnte die optische Dichte während der Fed-Batch-
Phase nur noch gering gesteigert werden. Mit M9-Medium konnte bis zur Induktion ein 
lineares Wachstum erzielt werden. Die erreichten Biomasse-Ausbeuten hätten durch einen 
linear, exponentiell bzw. durch einen pO2-abhängig steigenden Zulauf mit Sicherheit noch 
gesteigert werden können. Hochzelldichtefermentationen zur Produktion des 
Phenolhydroxylase-Komplexes bieten somit noch Potential zur Optimierung. Die höchste 
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spezifische Aktivität konnte durch Expression in M9-Medium im Zulaufverfahren erzielt 
werden, die Produktivität ist aufgrund der langen Fermentationsdauer jedoch die geringste. 
 
Die in der vorliegenden Arbeit erreichte, für den anschließenden biosensorischen Einsatz 
relevante spezifische Aktivität für eine Phenolhydroxylase aus einem thermophilen 
Mikroorganismus ist die bisher höchste, die erreicht wurde. Die erzielte spezifische Aktivität 
von 620 mU mg-1 ist etwa doppelt so hoch wie die bei KIRCHNER et al.  (2003)  beschriebene 
von 320 mU mg-1, METZGER et al.  (1998) erreichten nur eine spezifische Aktivität von 
85 mU mg-1. Durch die rekombinante Expression einer mesophilen Phenolhydroxylase aus 
P. aeruginosa PAO1c erreichten KUKOR und OLSEN (1990) eine spezifische Aktivität von 
17 mU mg-1. 
4.6 Charakterisierung des rekombinanten Phenolhydroxylase-
Komplexes 
Eine intensive Untersuchung und Charakterisierung des Phenolhydroxylase-Komplexes war 
zum einen für eine spätere biosensorische Anwendung und zum anderen zur Überprüfung 
der aufgestellten Hypothesen notwendig. 
Einfluss des pH-Wertes  
Der optimale pH-Wert wurde bei pH 7,8 ermittelt. Ein Bereich mit 60%iger Aktivität erstreckte 
sich über einen Bereich von 6,5 – 9,5. Bei METZGER et al.  (1998) ist ein optimaler pH-Wert 
für die immobilisierte Phenolhydroxylase mit 7,5 angegeben. Für die thermophile 
Phenolhydroxylase aus G. stearothermophilus wird von KIRCHNER et al. (2003) bei 
Messungen ein pH-Wert von 7,0 beschrieben, was auf ein Optimum bei diesem pH-Wert 
schließen lässt. Daten zu den isoelektrischen Punkten beider Komponenten waren bisher 
nur rechnerisch ermittelt worden (HENRIKSSON et al. 1995). Die ermittelten Werte stimmten 
aber weitgehend mit den theoretischen Daten überein. Problematisch war die Ermittlung für 
die Phe A1-Komponente aufgrund des N-terminalen His6-tags. 
Einfluss der Temperatur 
Das im fünfminütigen Test bestimmte Temperaturoptimum unterscheidet sich mit 56,5° C nur 
unwesentlich von der optimalen Wachstumstemperatur des Ursprungsorganismus 
G. stearothermophilus. Die höchste Wachstumsrate wurde bei einer Temperatur von 55° C 
ermittelt (GURUJEYALAKSHMI und ORIEL 1989). Die aus den Messungen errechneten 
Aktivierungs- und Inaktivierungsenergien haben einen Wert von 44,6 kJ mol-1 bzw. 
260 kJ mol -1. Von HARTMEIER (1986) werden Aktivierungs- und Inaktivierungsenergien im 
Bereich von 30-100 kJ mol-1 bzw. 200-400 kJ mol-1 angegeben. Die für die 
Phenolhydroxylase ermittelten Werte entsprechen den angegebenen Bereichen. Bei hohen 
Temperaturen wurde die Oxygenase-Aktivität schneller inaktiviert als die FAD-Reduktase-
Aktivität, da die gemessene NADH-Oxidation mit nahezu gleichbleibender Geschwindigkeit 
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katalysiert wurde. Eigentlich hätten beide Aktiviäten in gleichem Maße inaktiviert werden 
müssen. Möglicherweise wurde durch die hohen Temperaturen FAD aus der Phe A2-
Komponente in die Lösung abgegeben, so dass gelöstes FAD und anschließend gelöster 
Sauerstoff als Elektronenakzeptoren für die Reduktase-Reaktion zur Verfügung standen. Die 
Inaktivierung des Phenolhydroxylase-Komplexes ist nicht mit der Inaktivierung eines 
einzelnen Enzyms zu vergleichen.  
Organisation der Phenolhydroxylase und Interaktion von Phe A1 und Phe A2 
Durch Gelfiltration wurde eine Hauptproteinfraktion mit einer Größe von 77 kDa isoliert. Die 
SDS-Gelelektrophorese zeigte, dass beide Phenolhydroxylase-Komponenten in dieser 
Fraktion enthalten waren. Auch eine Phenolhydroxylase-Aktivität konnte nachgewiesen 
werden. Neben dieser Phenolhydroxylase-Fraktion konnten entsprechend ihrer Größe auch 
die Phenolhydroxylase-Komponenten identifiziert werden. Durch die erzielten Ergebnisse 
wird die in Kap. 4.3 formulierte These des direkten Elektronenübergangs zwischen den 
beiden Komponenten in einem räumlich integrierten Phenolhydroxylase-Komplex bestätigt. 
Die Ergebnisse aus Kap. 3.6.5 zeigten keine messbare Interaktion zwischen Phe A1 und 
Phe A2, auch konnte durch die Zugabe von Phe A2 keine Aktivitätssteigerung des 
Phenolhydroxylase-Komplexes verzeichnet werden. Dies untermauert die Annahme eines 
aktiven Phenolhydroxylase-Komplexes bestehend, aus einer Phe A1-Komponente und zwei 
Phe A2-Komponenten.  
Kinetische Parameter 
Für Phenol konnte ein KM Wert von 138 µM ermittelt werden. In der Literatur ist ein KM-Wert 
für eine Phenolhydroxylase aus P. stutzeri OX1 mit 0,6 µM angegeben, was einer wesentlich 
höheren Affinität zu Phenol entspricht (CAFARO et al. 2005). Die für die Phenolhydroxylase 
errechnete Wechselzahl liegt eher in der Größenordnung einer Katalase oder anderer 
Enzyme, die an Entgiftungsreaktionen beteiligt sind. Dies könnte zu der Vermutung führen, 
dass die Phenolhydroxylase aus G. stearothermophilus nur den Nutzen der Entgiftung und 
nicht der Energiegewinnung hat. Aufgrund des vorhandenen gesamten Phenoloperons ist 
diese These aber unwahrscheinlich, da bei allen bekannten Mikroorganismen mit einem 
kompletten Phenoloperon das Phenol auch als Kohlenstoffquelle dient (DUFFNER et al. 
2000,NEUJAHR und GAAL 1973). 
Untersuchungen zum Substratspektrum 
Eine Vielzahl aromatischer Verbindungen konnte als Substrat der Phenolhydroxylase 
identifiziert werden. Substanzen mit phenolischem Grundgerüst und kleinen Substituenten 
konnten verstoffwechselt werden. Vermutlich sind aufgrund von sterischen Eigenschaften 
keine Substrate mit großen Substituenten für das Enzym zugänglich. Die bessere 
Umsetzung von meta- und ortho-substituierten gegenüber para-substituierten Phenolen, wie 
bei METZGER et al. (1998) beschrieben, konnte weitgehend bestätigt werden. Das 
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entwickelte Testsystem über die NADH-Oxidation war bestens geeignet, um einen hohen 
Probendurchsatz zu gewährleisten.  
Homologievergleiche und Modellierung 
Aufgrund der sehr hohen Sequenz-Homologie zwischen der Phe A2-Komponente aus der 
vorliegenden Arbeit und der Phe A2-Komponente aus G. thermoglucosidasius konnte ein 
Modell unserer Phe A2-Komponente erstellt werden (KIRCHNER et al. 2003). Die Phe A2-
Komponente wird aufgrund der vorhandenen Röntgenstrukturanalyse als Dimer modelliert, 
dies deckt sich mit dem postulierten Aufbau des Phenolhydroxylase-Komplexes. Zu der 
Phe A1-Komponente finden sich keine Enzyme mit ausreichender Homologie. Sehr 
erstaunlich erscheint, dass trotz der hohen Übereinstimmung der Phe A2-Komponente zu 
anderen Monooxygenasen für die Phe A1-Komponente keinerlei Verwandtschaft zu 
bekannten Monooxygenase-Komponenten zu bestehen scheint. Für eine gerichtete 
Mutagenese zur Erweiterung des Substratspektrums oder zur Erhöhung der Aktivität sind 
Erkenntnisse über die Struktur sicherlich von Vorteil.  
4.7 Immobilisierung und biosensorische Anwendung  
Die Versuche zur Immobilisierung und Anwendung sollten zeigen, ob der rekombinant 
produzierte Phenolhydroxylase-Komplex für einen biosensorischen Einsatz geeignet war. 
Die Verwendung eines optischen Sauerstoffmesssystems als Transduktor anstelle einer 
amperometrischen Sauerstoffelektrode sollte die Störanfälligkeit gegenüber Substanzen mit 
einem ähnlichen Redoxpotential wie Sauerstoff (Ascorbinsäure) vermindern. Ein weiterer 
Vorteil der optischen Sauerstoffbestimmung ist die reagenzlose Messung. Dies bedeutet, 
dass bei der Messung kein Sauerstoff reduziert und somit die potentielle Sensitivität des 
Biosensors erhöht wird.  
Von den getesteten Immobilisierungsmethoden, bei denen es sich ausschließlich um 
Matrixeinhüllungen handelte, zeigten die Acrylamid-Membranen für die biosensorische 
Anwendung die vielversprechendsten Ergebnisse. Die Alginat-Immobilisate waren aufgrund 
der geringen Proteinrückhaltung nicht geeignet. Durch die Co-Immobilisierung mit TMOS, die 
die Membranen zusätzlich mit einer Glasschicht umhüllte (CHEN und WANG 1998), konnte 
die Proteinrückhaltung verbessert werden, jedoch hatte diese Methode einen inaktivierenden 
Einfluss auf das Enzym. Mit den PVA-Matrices war es schwierig, Immobilisate mit 
reproduzierbarer Größe herzustellen. Besonders die kommerziell erhältlichen Lentikatstm 
waren aufgrund des Herstellungsprozesses ungeeignet, reproduzierbare Größen 
herzustellen. Die PVA-Immobilisierung nach der Einfrier- und Auftau-Methode, mit der 
HISCHER et al. (2005) hohe Aktivitäten mit einer Benzaldehyd-Lyase erzielten, zeigten für den 
Phenolhydroxylase-Komplex einen inaktivierenden Einfluss. Dies kann durch die 
beobachtete und auch von KIRCHNER et al. (2003) beschriebene Bildung von 
Enzymaggregaten während des Auftauens erklärt werden. Die entwickelte Methode, bei der 
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der Phenolhydroxylase-Komplex über die Ni-NTA-His6-tag-Chelatbildung an eine Acrylamid-
Matrix gebunden wurde, resultierte in hohen Aktivitäten, die durch wiederholten Einsatz oder 
längere Inkubation in wässriger Lösung jedoch stark vermindert wurden. Scheinbar war die 
Bindung für den biosensorischen Einsatz zu schwach und somit nicht geeignet. Die 
Acrylamid-Immobilisierung stellte aufgrund der leichten Reproduzierbarkeit, der 
ansprechenden Aktivität und der hohen Stabilität die beste Alternative dar. Aus diesen 
Gründen wurden die Acrylamid-Immobilisate für die ersten Versuche des Sensoraufbaus 
verwendet. 
 
Die Charakterisierung der Immobilisate zeigte keine abweichenden Ergebnisse gegenüber 
dem nativen Enzym-Komplex. Die Inaktivierung konnte aufgrund der Einschränkungen bei 
der möglichen Messtemperatur nicht bestimmt werden. Ab einer NADH-Konzentration von 
200 µM zeigten die Immobilisate eine verringerte Biosensorantwort bei gleichbleibender 
Phenolmenge. Für das native Enzym wurde ab einer NADH-Konzentration von 200 µM  
ebenfalls ein aktivitätsmindernder Effekt festgestellt. 
 
Für die Messung und zum Vergleich der Immobilisate wurde in der Regel das kinetische 
Messsignal betrachtet. Die Messungen nach der Endpunktmethode waren mit einer 
erheblichen Drift behaftet, und ihre Ermittlung verlängerte die Messintervalle erheblich. 
Prinzipiell wäre aber die Bestimmung über beide Methoden möglich gewesen. Durch den 
direkten Elektronenübergang zwischen den beiden Phenolhydroxylase-Komponenten konnte 
auf den Einsatz von gelöstem FAD verzichtet werden. Deshalb unterscheidet sich das 
Biosensorsignal von dem bei METZGER et al. (1998) beschriebenen. Durch gelöstes FAD und 
Sauerstoff kann, durch die FAD-Reduktase-Aktivität selbst in Abwesenheit von Phenol, eine 
Sauerstoffabnahme gemessen werden. Dies ist bei dem rekombinanten Phenolhydroxylase-
Komplex nicht der Fall, so dass zur Messung ein größerer Auflösungsbereich zur Verfügung 
steht.   
 
Für den Sensor konnte ein Detektionslimit von 0,6 µM für Phenol ermittelt werden. Dies 
entspricht 0,056 ppm und liegt um das 100-fache über dem Grenzwert für Trinkwasser. Für 
das gedachte Einsatzgebiet, die Überwachung von Abwasser, scheint der Sensor bestens 
geeignet. Der Grenzwert für industrielle Abwässer liegt für Phenol bei 0,15 ppm. Der lineare 
Messbereich erstreckt sich von 0,6 µM bis ca. 60 µM und umfasst somit die allgemein 
geforderten zwei Zehnerpotenzen. METZGER et al. (1998) erreichten mit der aus 
G. stearothermophilus gewonnenen Phenolhydroxylase beim biosensorischen Einsatz einen 
linearen Messbereich von 6,6-90 µM. Das Detektionslimit lag somit um den Faktor zehn 
höher als das in dieser Arbeit ermittelte. Die meisten in der Literatur beschriebenen 
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Sensoren mit direkter enzymatischer Umwandlung des Substrates erreichen ein 
Detektionslimit im unteren µM- bzw. oberen nM-Bereich, unabhängig davon, ob isolierte 
Enzyme, Gewebe oder ganze Zellen eingesetzt wurden (TIMUR et al. 2003, SKLADAL et al. 
2002, MULCHANDANI et al. 2002).  
4.8 Schlussfolgerungen und Ausblick 
Die Analysen zur genetischen Organisation mit anschließender rekombinanter Herstellung 
der Phenolhydroxylase weisen gegenüber vorherigen Arbeiten erhebliche Vorteile auf. Die 
Struktur des Enzyms-Komplexes bzw. die daraus resultierenden Kenntnisse des  
Reaktionsmechanismus, der für eine biosensorische Anwendung von Enzymen vorteilhaft 
ist, wird erstmals genau beschrieben. Die Aufreinigung über die Ni-NTA-
Affinitätschromatographie liefert große Mengen an reproduzierbarem Enzym und kann auch 
von ungeübtem Personal durchgeführt werden. Die erstellten Expressionskonstrukte können 
als Basis zur molekularen Evolution des Enzyms dienen. Durch die rekombinante Expression 
mit den erstellten Expressionssystemen kann relativ einfach eine gezielte oder ungerichtete 
Änderung der Aminosäuresequenz durchgeführt werden. Mit dieser Technik wurde von CHEN 
et al. (2002) die Aktivität einer Glukoseoxidase zum biosensorischen Einsatz verbessert. 
Entsprechend könnten die Techniken zur Veränderung der Aminosäuresequenz der Phe A1-
Komponente genutzt werden. Mit dem vorhandenen Testsystem kann anschließend einfach 
das Substratspektrum, die Aktivität und die Stabilität der Muteine bestimmt werden.   
 
Der Aufbau des Biosensors ermöglicht bereits jetzt einen Einsatz im Bereich der 
Abwasseranalytik. Die Durchführung einer Messung erfordert keine speziellen 
Vorkenntnisse. Durch weitere Optimierungen im Bereich der Immobilisierung und durch eine 
umfassendere Charakterisierung könnte ein solcher Sensor eine preisliche Alternative zu 
dem DIN-Verfahren des Phenolindex darstellen. Durch die mittlerweile am Lehrstuhl 
ermittelte Sequenz und ebenfalls rekombinant exprimierte Catechol-2,3-Dioxygenase ergibt 
sich die Möglichkeit zur Kombination aus Phenolhydroxylase-Komplex und Catechol-2,3-
Dioxygenase für den biosensorischen Einsatz. Durch die Koppelung beider Enzyme würde 
pro Mol Phenol  ein weiteres Mol Sauerstoff von der biologischen Komponente verbraucht. 
Das resultierende Sensorsignal würde somit amplifiziert, was die Nachweisgrenze weiter 
senken könnte. Durch weitere Optimierung der verwendeten Immobilisierungsmethoden  
können sicherlich noch bessere Ergebnisse erzielt werden. Der Phenolhydroxylase-Komplex 
bietet eine weitere Möglichkeit zur Quantifizierung von Phenolen im Abwasser. Ein 
fotometrischer Test, wie bereits teilweise zur Bestimmung der Aktivitäten etabliert, könnte 
auch zur Bestimmung unbekannter Phenolkonzentrationen genutzt werden. Hierzu könnte 
die Oxidation von NADH fotometrisch in Gegenwart des gelösten Phenolhydroxylase-
Komplexes und einer unbekannten Phenolkonzentration gemessen werden. Das Prinzip 
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entspricht zwar nicht der IUPAC-Definition für Biosensoren, wird aber seit geraumer Zeit in 
enzymatischen Tests, z.B. zur Bestimmung von Ethanol verwendet. Durch die vereinfachte 
Expression und Aufreinigung kann das Enzym in ausreichender Menge kostengünstig für 
einen derartigen Test bereitgestellt werden. Bei der Suche nach der Gensequenz der 
Phenolhydroxylase und der Catechol-2,3-Dioxygenase wurde die Gensequenz von vier 
weiteren Enzymen des Phenolabbaus identifiziert, die ebenfalls Potential zur 
biotechnologischen Anwendung beinhalten. Die Phe A2-Komponente kann bei der Suche 
nach Monooxygenase-Komponenten hilfreich sein, da von ihr reduziertes FAD, welches zur 
Reaktion benötigt wird, zur Verfügung gestellt werden kann.   
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5 Zusammenfassung 
Die intensive Forschung auf dem Gebiet der Phenolbiosensorik führte bisher nicht zu einem 
kommerziellen Biosensor. Zum einen liegt dies an der allgemein geringen Akzeptanz von 
Biosensoren, zum anderen erfüllen diese Sensoren noch nicht die erwarteten 
Anforderungen. Der biosensorische Einsatz eines Enzyms setzt genaue Kenntnisse über 
den Reaktionsmechanismus, hochreine Enzympräparate mit hoher spezifischer Aktivität und 
bestenfalls die kostengünstige Bereitstellung in großen Mengen voraus. 
 
Durch die Expression der Phenolhydroxylase aus G. stearothermophilus konnten diese 
Voraussetzungen nur teilweise erfüllt werden. Um dennoch die vielversprechenden 
Eigenschaften der thermophilen Phenolhydroxylase für einen biosensorischen Einsatz 
nutzen zu können, wurde angestrebt, das Enzym rekombinant zu exprimieren. Durch 
Aufklärung der Sequenz und anschließende Identifikation des Phenoloperons konnte die 
Nukleotid-Sequenz der Phenolhydroxylase und ein zweiter Leserahmen, der für die 
Reduktase-Komponente bei Multikomponenten-Phenol-Monooxygenasen codiert, bestimmt 
werden. Dies widerlegte den in der Literatur beschriebenen Aufbau der Phenolhydroxylase 
aus G. stearothermophilus als Monokomponenten-Enzym und konnte durch die Versuche 
zur Expression und Charakterisierung des Phenolhydroxylase-Komplexes unterstützt 
werden.   
 
Es wurden die Einzelkomponenten Phe A1 (Oxygenase-Komponente), Phe A2 (Flavin-
Reduktase-Komponente) und ein Tandemkonstrukt aus beiden Komponenten rekombinant 
mit einem E.coli-Expressionsstamm produziert. Durch das Einfügen eines Hexahistidin-tags 
konnten alle Enzyme erstmals bis zur Homogenität aufgereinigt werden. Die Phe A1-
Komponente  zeigte in Abwesenheit der Phe A2-Komponente  oder einer anderen Flavin-
Reduktase keine Aktivität mehr. Die Phenolhydroxylase-Aktivität konnte durch die Zugabe 
der Phe A2-Komponente in Gegenwart von gelöstem FAD wieder hergestellt werden und 
erreichte eine maximale spezifische Aktivität von 15 mU mg-1. Die Phe A2-Komponente 
konnte nach Optimierung der Expression mit einer maximalen spezifischen Aktivität von 
0,6 U mg-1 hergestellt werden. Durch die Tandemexpression konnte der Phenolhydroxylase-
Komplex über eine Affinitätsaufreinigung bis zur Homogenität aufgereinigt werden. Der 
Komplex benötigte aufgrund des direkten Elektronentransfers kein gelöstes FAD mehr, so 
dass die unerwünschte Reduktion von Sauerstoff durch gelöstes reduziertes FAD eliminiert 
wurde. Für die in der vorliegenden Arbeit gewonnene thermophile Phenolhydroxylase konnte 
die bisher höchste in der Literatur beschriebene Aktivität mit 0,62 U mg-1 erzielt werden. 
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Durch die Variation der Fermentationsbedingungen wurde eine maximale Produktivität von 
19,8 U L-1  h-1 erreicht.  
 
Die Charakterisierung des Phenolhydroxylase-Komplexes ergab im fünfminütigen Testansatz 
ein Temperaturoptimum von 56,5° C, eine Aktivierungs- bzw. Inaktivierungsenergie von 
44,6 kJ mol-1 bzw. 260 kJ mol-1. Der optimale pH-Wert lag bei 7,8. Die kinetischen Daten 
wurden mit Phenol und FAD als Elektronenakzeptoren berechnet. Die KM-Werte betrugen 
138 µM für Phenol und 34,6 µM für FAD. Der Enzymkomplex zeigte, abhängig von der 
Stellung der Substituenten, unterschiedlich hohe Aktivitäten mit allen getesteten 
phenolischen Derivaten. Erstmals konnte der genaue Reaktionsmechanismus der 
Phenolhydroxylase aus G. stearothermophilus in der vorliegenden Arbeit aufgeklärt werden. 
Untersuchungen zur Organisation und Interaktion führten zu dem Ergebnis, dass es sich bei 
der vorliegenden Phenolhydroxylase, entgegen des derzeitigen Wissensstandes, um ein 
Zweikomponenten-Enzym handelt, das aus einer Phe A1- und zwei Phe A2-Komponenten 
besteht. Die experimentell bestimmte Größe des Enzymkomplexes von 77 kDa stimmt mit 
der theoretisch ermittelten überein. Der ausschließlich nach Tandemexpression gebildete 
Phenolhydroxylase-Komplex war zur Oxidation von Phenol in Abwesenheit von löslichem 
FAD befähigt. Dies deutete auf einen direkten Elektronenübergang zwischen den beiden 
Phenolhydroxylase-Komponenten hin. Die dimerische Struktur der Phe A2-Komponenten 
konnte durch Datenbankvergleiche modelliert werden. 
 
Letztendlich konnte mit dem rekombinanten Phenolhydroxylase-Komplex der Beweis zur 
biosensorischen Verwendbarkeit erbracht werden. Durch die Immobilisierung in eine 
Acrylamidmatrix mit anschließender Kopplung an ein optisches Sauerstoffmessgerät konnte 
ein stabiler Phenolbiosensor mit einem linearen Messbereich von 0,6 bis 56,5 µM hergestellt 
werden. Die Sensorimmobilisate zeigten über einen Lagerzeitraum von 30 Tagen keinen 
nennenswerten Aktivtätsverlust.  
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7 Anhang 
Liste der verwendeten Abkürzungen 
A. dest  Aqua destillata  
AbwV    Abwasserverordnung 
AP Alkalische Phosphatase 
APS  Ammonium Peroxidsulfat 
bp    Basenpaare 
BSA    Bovine serum albumin, Rinderserumalbumin 
CTAB  Cetyltrimethyl Ammoniumbromid 
Da    Dalton 
C-Terminus Carboxy-Terminus 
C-terminal Carboxy-terminal 
DIN    Deutsche Industrie Norm 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
DNAse    Desoxyribonuklease 
dNTP    Desoxynukleosidtriphosphat 
DSMZ    Deutsche Stammsammlung für Mikroorganismen und Zellkulturen 
EDTA   Ethylendiamintetraessigsäure 
EtBr    Ethidiumbromid 
FAD    Flavinadenindinucleotid 
FADH   Flavinadenindinucleotid reduziert 
fdx  vermutliches Gen für Ferredoxin aus G. stearothermophilus 
FPLC    Fast Protein Liquid Chromatography 
Glu Glukose 
Gly  Glyzerin 
IEF isoelektrische Fokusierung  
HMCS 2-Hydroxymuconsäure-semialdehyd 
HPLC     High Pressure Liquid Chromatography 
IMAC    Immobilized-metal affinity chromatography 
IPTG    Isopropyl-β-D-thiogalactopyranosid 
IUPAC International Union of Pure and Applied Chemistry 
kb   Kilobasen(-paare) 
LB Luria Bertani Medium  
MAK-Wert   Maximale Arbeitsplatzkonzentration 
min   Minute(n) 
N-Terminus Amino-Teminus  
N-terminal Amino-terminal 
NAD Nicotinadenindinucleotid 
NADH    Nicotinadenindinucleotid reduziert 
NADP Nicotinamidadenindinukleotidphosphat 
NADPH    Nicotinamidadenindinukleotidphosphat reduziert 
NCBI National Center for Biotechnology Information 
NTA   Nitrilotriessigsäure 
OD    optische Dichte 
ORF Open reading frame, Offener Leserahmen 
PAGE    Polyacrylamidgelelektrophorese 
PBS Phosphate buffered saline 
PCR     Polymerase Chain Reaction, Polymerase Kettenreaktion  
Phe A1  Gen für die Phenolhydroxylase aus G. stearothermophilus DSM 6285 
Phe A1  Protein des Gens Phe A1 (Oxygenase-Komponente)   
Phe A2  Gen für die Flavin-Reduktase aus G. stearothermophilus DSM 6285 
Phe A2  Protein des Gens Phe A2 (Phenolhydroxylase Reduktase-Komponente) 
Phe B  Gen für die Catechol-2,3-Dioxygenase aus G. stearothermophilus 
Phe D Gen für die 2-Hydroxypenta-2,4-Dienoat-Hydratase aus G. stearothermophilus 
Phe E Gen für die Acetaldehyd-Dehydrogenase aus G. stearothermophilus 
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Phe F Gen für die 4-Hydroxy-2-oxovalerat Aldolase aus G. stearothermophilus 
Phe G Gen für die 4-Oxalcrotonate Decarboxylase aus G. stearothermophilus 
Phe R  Gen für einen vermutlichen Regulator des Phenolkatabolismus aus 
G. stearothermophilus 
P-Medium  Medium 458 der DSMZ 
ppb Parts per billion 
ppm  Parts per million 
PVA Polyvinylalkohol 
PVDF Polyvinyldienfluorid 
RNA  Ribonukleinsäure 
RNASe Ribonuklease 
SDS  Natriumdodecylsulfat 
STET  Saccharose-Triton-EDTA-Tris-HCl 
STETL  Saccharose-Triton-EDTA-Tris-HCl-Lysozym 
TAE  Tris-Acetat-EDTA 
TE  Tris-EDTA 
TEMED Tetramethylethylenediamin 
TFA Tri-Fluor-Acetat 
TFB  Terifc broth medium  
TMOS Tetra-Methoxy-Silan 
TrinkwV  Trinkwasserverordnung 
Tris  Tri-(hydroxymethyl)-aminoethan 
U  Unit 
U min-1  Umdrehungen pro Minute 
UV  Ultraviolett 
Vol  Volumen 
vmax  maximale Reaktionsgeschwindigkeit 
v/v  Volumen pro Volumen 
vvm  Volumen pro Volumen und Minute 
w/v  Masse pro Volumen 
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